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Le cancer epithelial de l'ovaire (CEO) est letal a cause de son potentiel d'invasion, sa 
progression insidieuse et sa capacite de metastase a travers la cavite peritoneal. L'antigene 
tumoral CA125 (MUC16) est le marqueur clinique du cancer de l'ovaire le plus important. II 
est utilise pour surveiller la progression de la maladie. L'antigene tumoral CA125 (MUC16) 
est une glycoproteine de grand poids moleculaire (200-2000 kDa) de la famille des mucines 
transmembranaires. II est encode par le gene MUC16 a partir d'un long ARNm de 66kb. 
L'expression de CA125 (MUC16) est retrouvee dans la majorite des cancers epitheliaux de 
l'ovaire (CEO) mais il n'est pas detecte dans l'epithelium normal des ovaires. Cependant, sa 
contribution au developpement du CEO reste pratiquement inconnue. II y a des evidences 
croissantes que les mucines transmembranaires sont impliquees dans plusieurs voies de 
signalisation intracellulaire en regulant l'expansion cellulaire, l'adhesion cellulaire, la 
migration et la mort cellulaire. II est envisageable que CA125 (MUC16) pourrait exercer 
certaines de ces fonctions. Nos donnes supportent ce concept. 
Pour etudier les fonctions de CA125, nous avons initialement developpe un inhibiteur 
specifique de CA125 qui consiste en un minianticorps de chaine simple anti-CA125 (scFv) 
qui est retenu dans le reticulum endoplasmique et qui previent la localisation de CA125 a la 
surface cellulaire, en imitant, par consequence un knockdown de son expression. Des 
transfectants stables exprimant ce scFv ont ete derives a partir de la lignee parental NIH: 
OVCAR-3. Nous avons demontre que le knockdown de CA125 altere la morphologie 
cellulaire, inhibe l'agregation cellulaire homotypique et de facon dramatique, il diminue la 
croissance cellulaire independante d'ancrage et la tumorigenicite chez les souris nues. Nous 
avons determine que CA125 interagit avec E-cadherine, /3-catenine, a-actinine, /3-actine. Plus 
tard, nous avons observe par immunofluorescence et par microscopie electronique que les 
cellules CA125 knockdown presentent des jonctions intercellulaires deteriorees et un 
rearrangement des filaments d'actine, ce qui nous suggere que CA125 pourrait etre associe 
aux jonctions intercellulaires et implique dans l'organisation du cytosquelette. La formation 
et la dissolution dynamique des complexes de jonction sont des processus centraux pendant 
la transition epithelio-mesenchymateuse. Le knockdown de CA125 augmente aussi la 
migration des cellules OVCAR-3. Nous avons constate que le maintien de cette migration est 
dependant de la presence du EGF dans le milieu de culture et qu'elle est presque 
exclusivement due a l'effet de ce facteur de croissance. L'ajout de differents inhibiteurs du 
recepteur d'EGF (EGFR) demontre une abolition presque complete de la migration cellulaire 
de clones CA125 knockdown. En plus, l'expression d'E-cadherine et de claudine-7 est 
significativement diminuee chez les cellules CA125 knockdown, tandis que l'expression de 
la vimentine et de N-cadherine est augmentee, nous suggerant que la perte de CA125 cause 
une EMT chez ces cellules. De facon interessante, l'expression ectopique du domaine C-
terminal (CTD) de CA125 chez les cellules de cancer de l'ovaire SKOV-3 confere aux 
cellules les memes phenotypes indiquant que ce domaine peut etre suffisant pour moduler ces 
comportements cellulaires. Le domaine C-terminal pourrait representer ce qui reste de 
CA125 a la surface cellulaire apres le clivage proteolytique causant le relachement de la 
majorite de son domaine extracellulaire. Cependant, l'expression ectopique des domaines 
extracellulaires de CA125 (domaines transmembranaire et unique (TMU) ou 
transmembranaire-unique plus une des repetitions (TMU+1R)) ne confere pas d'effet sur les 
jonctions intercellulaires ni sur la migration evoquant que l'expression isolee de ces 
domaines ne donne pas un avantage et que d'autres portions et/ou repetitions de la molecule 
sont requises. Si nous prenons Fensemble de nos donnes, ces resultats nous permettent de 
proposer que CA125 regule la tumorigenicite et le potentiel EMT/metastatique en modulant 
les complexes de jonction et l'organisation du cytosquelette. Ce projet a permis determiner 
comment CA125 module ces comportements. Les effets du knockdown de CA125 sur les 
jonctions intercellulaires, l'adhesion cellulaire et la migration ont ete compares aux effets 
produits par l'expression forcee des differents domaines de CA125 (C-terminal, 
transmembranaire et une des repetitions). Une fois que les domaines ont ete identifies et lies 
a des phenotypes nous avons considere qu'il etait important de commencer a determiner les 
voies de signalisation impliquees et modulees entre nos systemes cellulaires. La presence du 
EGF dans le milieu de culture a done ete identifie comme un facteur essentiel permettant la 
migration de cellules CA125 knockdown. 
Ces etudes contribuent de facon significative a notre comprehension des fonctions 
biologiques de CA125, son role dans le developpement et progression du carcinome 
epitheliale de l'ovaire et suggerent que CA125 pourrait eventuellement etre une nouvelle 
cible moleculaire pour le traitement de cette maladie. 
Mots cles : cancer epithelial de l'ovaire, CA125, transition epithelio-mesenchymateuse 
(EMT), migration cellulaire. 
INTRODUCTION 
1. Le cancer 
1.1 Generalites 
Le cancer est un terme general designant toute maladie pour lesquelles certaines cellules du 
corps humain proliferent d'une maniere anormale et incontrolee au sein d'un tissu normal de 
l'organisme. Ces cellules derivent toutes d'un meme clone, cellule initiatrice du cancer, qui a 
acquis certaines caracteristiques lui permettant de se diviser indefiniment. Les possibilites de 
guerir d'un cancer atteignent aujourd'hui plus de 50%. Certains cancers ont meme une 
guerison presque totale, et les progres faits tant en matiere de traitement, de detection et de 
prevention sont incessants. La frequence de plusieurs types de cancers semble en 
augmentation de nos jours, pour des raisons environnementales, de modes de vie, ainsi que 
pour le vieillissement de la population. 
Un homme sur deux et une femme sur trois seront atteints du cancer au cours de leur vie. La 
frequence du cancer a ete multiplied par 4 en 10 ans chez les femmes de 35 a 45 ans. 
L'incidence du cancer a double entre 1980 et 2005, mais le risque de mortalite du a cette 
maladie a diminue de 25%. Pres de 8 millions de personnes meurent chaque annee du cancer 
dans le monde, soit 13% de la mortalite mondiale. D'apres les projections, leur nombre 
devrait augmenter pour atteindre, selon les estimations, 12 millions en 2030 a l'echelle 
mondiale. (http://who.int/mediacentre/factsheets/fs297/fr/index.html; OMS, 2007) 
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1.2 Carcinogenese 
La transformation d'une cellule normale a une cellule cancereuse est un processus qui 
implique trois aspects importants. Premierement, des alterations genetiques particulieres se 
produisent, c'est-a-dire des mutations des genes (oncogenes et genes suppresseurs de 
tumeurs) impliques dans la regulation de la croissance et differentiation cellulaire (CROCE, 
2008). Deuxiemement, des agents et evenements (carcinogenes chimiques, radiations 
ionisantes, infections virales et bacteriennes) causent ou facilitent les changements 
genetiques dans des cellules destinees a devenir cancereuses (ZARTDZE, 2008). Finalement, 
les consequences de ces changements genetiques dans la biologie de la cellule confereront 
aux cellules les proprietes d'une cellule cancereuse (HANAHAN, D; WEINBERG, R., 2000) 
et faciliteront des evenements genetiques additionnels, amenant a la progression du cancer. 
1.2.1 Oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs 
Les oncogenes encodent des proteines qui controlent la proliferation cellulaire et l'apoptose. 
lis peuvent etre actives par des alterations structurales (mutations ou de fusion des genes) 
(KONOPKA et al, 1985), par juxtaposition d'elements amplificateurs (TSUJEVIOTO et al, 
1985) ou par amplification. Ces arrangements chromosomiques, mutations et amplifications 
peuvent se produire comme evenements initiateurs (FINGER et al, 1986) ou pendant la 
progression tumorale. lis conferent un avantage de croissance et favorisent la survie des 
cellules qui portent ces alterations. Les produits des oncogenes peuvent etre classifies en six 
groupes : facteurs de transcription, modificateurs de la chromatine, facteurs de croissance, 
2 
recepteurs de facteurs de croissance, molecules de signalisation et regulateurs de l'apoptose. 
(CROCE, 2008) 
La decouverte des oncogenes a alimente l'idee qu'une classe differente de genes, les"anti-
oncogenes", pourraient opposer leur effet et bloquer le developpement tumoral. Des 
experiences de fusion de cellules somatiques ont signale 1'existence des genes qui pouvaient 
supprimer la tumorigenicite. (HARRIS et-al, 1969; STANBRTDGE, 1976). Les genes 
suppresseurs de tumeurs prototypes sont recessifs, c'est a dire qu'ils exigent une inactivation 
de "double coup" des deux alleles. (KNUDSON, 1971 ; KNUDSON, 1973 ; COMMINGS, 
1973). Typiquement, un allele mute est herite par la lignee germinale et l'autre allele est 
perdu de facon somatique. Leur participation dans des syndromes de cancer familiaux 
indique qu'ils sont hautement penetrants (Figure 1). Les genes suppresseurs de tumeurs 
controlent un large eventail d'activites normales de la cellule : points de controle du cycle 
cellulaire, voies de signalisation mitogeniques, recyclage proteique, reparation a l'ADN, 
hypoxie et autres reponses au stress. (SHER, 2004) 
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Figure 1: Hypothese du "double coup" de Knudson dans la tumorigenese impliquant 
un gene suppresseur de tumeurs (TSG) 
Une paire de chromosomes est representee, avec un TSG [le gene normal (gris), le gene mute 
(rouge), et une deletion du gene (absence) sont montres]. (a) Les individus normaux ont deux 
copies normales du TSG, done, deux "coups" independants (mutations) sont requis dans la 
meme cellule pour initialiser un cancer, (b) Les individus avec une mutation germinale du 
TSG ont deja un premier "coup" dans chaque cellule et elles requierent seulement un second 
"coup" dans une cellule pour initialiser un cancer. (Tire de KNUDSON, 1971). 
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1.2.2 Mutagenes et carcinogenes 
Des decennies de recherche ont demontre le lien entre plusieurs substances et leur 
implication dans la carcinogenese. La fumee du tabac contient plus de cinquante 
carcinogenes connus, dont les nitrosamines et les hydrocarbures aromatiques polycycliques 
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(KUPER et al, 2002). Le tabac cause 90% des cancers du poumon (BIESALSKI et al, 1998) 
et il est associe a nombreuses autres formes de cancer comme le cancer du larynx, de la tete 
et du cou, de l'estomac, de la vessie, du rein, de l'oesophage et du pancreas (KUPER et al, 
2002). L'exposition prolongee a des fibres d'amiante est associee avec le mesotheliome 
(cancer de la membrane qui recouvre et protege la plupart des organes internes) (O'REILLY 
et al, 2007). Des sources de radiations ionisantes peuvent aussi causer le cancer. L'exposition 
prolongee a des radiations ultraviolettes peut mener a un melanome et autres malignites de la 
peau (ENGLISH et al, 1997). Quelques cancers peuvent etre causes par l'infection par 
certains pathogenes. Les principaux virus associes avec des cancers humains sont le virus du 
papillome humain, virus de l'hepatite B et de l'hepatite C, virus Epstein-Barr, virus de 
1'immunodeficience humaine. Des donnees experimentales et epidemiologiques suggerent 
que les virus pourraient etre le deuxieme facteur de risque le plus important pour le 
developpement du cancer, depasses seulement par l'usage du tabac (ZUR HAUSEN, 1991). 
En plus des virus, des chercheurs ont note une relation entre les bacteries et certains cancers. 
L'exemple le plus remarquable est le lien entre l'infection chronique de la paroi de l'estomac 
par Helicobacter pylori et le cancer de l'estomac (PETER et BEGLINGER, 2007; WANG et 
al, 2007). 
1.2.3 Avantages acquis par une cellule cancereuse 
Les cellules cancereuses ont des defauts dans les circuits qui gouvernent la proliferation 
cellulaire normale et le maintien des constantes du milieu interieur de l'organisme necessaires 
a son bon fonctionnement. Des alterations essentielles dans la physiologie de la cellule 
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peuvent collectivement dieter une croissance maligne dans presque tous les types des 
tumeurs humaines (HANAHAN et WEINBERG, 2000) (Figure 2). 
Figure 2 : Les six caracte>istiques nlcessaires au developpement du cancer. 
L'autosuffisance aux signaux de croissance (vert), l'insensibilite aux facteurs inhibiteurs de 
croissance (jaune)> la resistance a l'apoptose (gris), 1'immortalisation des cellules (bleu), 
l'angiogenese (rouge) et l'invasion et la formation de metastase (mauve) ( Tire de 
HANAHAN et WEINBERG; 2000). 
1.2.3.1 L'autosuffisance aux signaux de croissance 
Les cellules normales requierent des signaux de croissance tels que des facteurs de 
croissance solubles, des composantes de la matrice extracellulaire et des molecules 
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d'interactions cellule-cellule. Ces signaux sont transmis a l'interieur de la cellule par des 
recepteurs transmerabranaires. Beaucoup d'oncogenes peuvent se comporter comme 
imitateurs des signaux de croissance. Les cellules tumorales generent leurs propres signaux 
de croissance, ainsi elles reduisent leur dependance au microenvironnement normal 
(HANAHAN et WEINBERG, 2000). La surexpression de recepteurs rend a la cellule 
cancereuse hypersensible aux facteurs de croissance, resultant en une proliferation 
incontrolee (FEDI et al, 1997). II faut considerer les tumeurs comme un tissu complexe dans 
lequel il existe une interaction entre des cellules cancereuses et differents types de cellules 
normales qui sont des collaborateurs actifs dans le processus neoplasique (HANAHAN et 
WEINBERG, 2000). (Figure 3) 
Figure 3 : Differents types de cellules retrouves chez les tumeurs 
Interactions entre les cellules malignes alterees genetiquement et differents types des cellules 
normales (Modifie de HANAHAN et WEINBERG, 2000) 
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1.2.3.2 L'insensibilite aux facteurs inhibiteurs de croissance 
Dans un tissu normal,- de multiples signaux antiproliferatif travaillent pour maintenir la 
quiescence cellulaire et l'homeostasie du tissu. Ces signaux d'anticroissance cellulaire 
peuvent bloquer la proliferation par deux mecanismes : les cellules sont obligees de sortir de 
leur cycle proliferatif et d'entrer dans un etat de latence (phase GO du cycle cellulaire). De 
facon alternative, les cellules sont induites de maniere permanente a abandonner leur 
potentiel proliferatif et d'entrer dans un etat post-mitotique, qui est generalement associe a 
l'acquisition de certains caracteres de differentiation cellulaire (HANAHAN et WEINBERG, 
2000). De nombreuses cellules cancereuses contiennent des genes suppresseurs de tumeur 
inactives ou deficients qui ne sont plus en mesure de controler ou d'arreter le cycle cellulaire 
a des etapes specifiques. L'exemple classique est la proteine du retinoblastome (pRb), un 
suppresseur de tumeur qui regule negativement le cycle cellulaire en inhibant l'expression de 
genes necessaires a l'etape de synthese de l'ADN du cycle cellulaire (WEINBERG, 1995). 
Une strategie pour echapper a la differentiation terminale des cellules implique la 
surexpression de 1'oncogene c-myc qui encode le facteur de transcription Myc. La 
surexpression de Myc favorise la formation du complexe Myc - Max qui a pour fonction de 
deteriorer la differentiation et de promouvoir la croissance (FOLEY et EISENMAN, 1999) 
1.2.3.3 La resistance a l'apoptose 
La resistance a l'apoptose peut etre acquise par les cellules tumorales a travers une variete de 
strategies. La perte d'un regulateur proapoptotique par des mutations implique 
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necessairement le gene suppresseur de tumeurs p53. L'inactivation fonctionnelle de la 
proteine p53 est connue dans 50% des cancers humains et amene a la perte d'un senseur 
important du dommage de l'ADN induisant la cascade effectrice de l'apoptose (HARRIS, 
1996). 
1.2.3.4 L'immortalisation des cellules 
Presque tous les types cellulaires des mammiferes portent un programme intrinseque et 
autonome qui limite leur multiplication. Ce programme semble fonctionner de facon 
independante des trois autres voies de signalisation cellule-cellule explique precedemment 
(HANAHAN et WEINBERG, 2000). Pendant la progression tumorale, apres que les cellules 
aient epuise leur capacite de duplication, elles acquierent un potentiel de replication illimite 
et franchissent la barriere de la mortalite (HAYFLICK, 1997). L'activite maintenue des 
telomeres est une caracteristique presente dans pres de 90% des cancers. Les tumeurs 
cancereuses acquierent leur capacite indefmie de replication grace a la surexpression de la 
telomerase (SHAY et BACHETTI, 1997) ou par un mecanisme alternatif et non-
conservateur d'allongement des telomeres (ALT), qui implique le transfert de repetitions en 
tandem entre les chromatides soeurs (BRYAN et CECH, 1999). La telomerase est une 
enzyme qui additionne des bases a la fin des telomeres, permettant ainsi une multiplication 
illimitee des cellules descendantes. 
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1.2.3.5 L'angiogenese 
Dans le but de progresser et de prendre de l'expansion, les petites tumeurs doivent 
developper des habiletes en angiogenese (BOUCK et al, 1996; HANAHAN et FOLKMAN, 
1996; FOLKMAN, 1997). Cette habilete semble etre acquise en etapes distinctes pendant le 
developpement de la tumeur, via un "switch angiogenique" qui destabilise la coordination 
des inducteurs et inhibiteurs de l'angiogenese. (HANAHAN et FOLKMAN, 1996). 
L'alteration au niveau de la transcription des genes est une strategic utilisee par les cellules 
tumorales. Beaucoup de tumeurs presentent une augmentation de l'expression de VEGF 
et/ou FGFs et une diminution de certains inhibiteurs comme la thrombospondin-1 ou 
l'interferon-/3 (SINGH et al, 1995, VOLPERT et al, 1997). 
1.2.3.6 L'invasion et la formation de metastase 
Les metastases sont la cause de 90% des deces des personnes atteintes du cancer (SPORN, 
1996). La capacite d'invasion et de metastases permet aux cellules de se liberer de la masse 
tumorale primaire et de coloniser de nouveaux tissus. Plusieurs types de proteines impliquees 
dans l'attachement cellule-cellule sont alteres dans ce processus : les molecules d'adhesion 
cellule-cellule (CAMs) qui incluent les membres de la famille des immunoglobulines et des 
cadherines dependantes du calcium et les integrines, qui lient les cellules aux composantes 
de la matrice extracellulaire. Le deuxieme parametre general implique dans la capacite de 
migration et metastase entraine les proteases de la matrice extracellulaire (COUSSENS et 
WERB, 1996; CHAMBERS et MATRISIAN, 1997). Certains genes encodant des proteases 
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peuvent etre surexprimes, des genes inhibiteurs des proteases sont sous-exprimes et les 
formes inactives des proteases sont converties en enzymes actives. 
1.3 Progression tumorale des carcinomes 
Dans la transition d'une cellule normale vers une cellule maligne, la modification des 
interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire sont importantes pour 
determiner la capacite d'invasion de la tumeur. Le stroma tumoral est un des facteurs 
principaux impliques dans la progression tumoral. Les fibroblastes produisent le collagene 
de type IV qui enveloppe la tumeur et la laminine de la membrane basale qui supporte les 
cellules de l'epithelium tumoral et separe l'epithelium des autres tissus. La membrane basale 
fait partie de la matriee extracellulaire et determine la polarisation des cellules- epitheliales 
(ABELEV et ERAISER, 2008). Un autre moyen d'interaction entre les cellules cancereuses 
et la membrane basale se fait a travers de recepteurs transmembranaires speciaux ou 
integrines. Les integrines interagissent a travers ses domaines extracellulaires et transmettent 
des signaux specifiques a l'interieur de la cellule (SCHWARTZ, 1997). Dans un grand 
nombre de tissus, un role critique dans le maintien des structures multicellulaires est assigne 
aux cadherines, des molecules d'adhesion cellule-cellule homophiliques dependantes du 
calcium (TAKEICHI, 1991, 1995; GUMBINER, 1996). Dans l'epithelium, ce role critique 
appartient a E-cadherine et il est essentiel pour Fetablissement et le maintien de la polarite 
cellulaire (MCNEIL et al, 1990; NATHKE et al, 1993), la morphogenese des tissus 
epitheliaux (WHEELOCK et JENSEN, 1992; LARUE et al, 1996), la regulation de la 
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proliferation, la migration cellulaire et la mort cellulaire programmee (HERMISTON et 
GORDON, 1995; TAKAHASHI et SUZUKI 1996; ZHU et WATT, 1996). 
Par consequence, la destruction de 1'architecture des tissus epitheliaux et la perte de la 
polarite des cellules epitheliales sont les evenements principaux pendant la progression 
tumorale d'un carcinome. 
2. Interactions cellule-cellule 
Un seul type cellulaire peut utiliser de multiples mecanismes moleculaires pour s'associer a 
d'autres cellules. Dans un organisme animal multicellulaire, chaque cellule contient un 
assortiment de recepteurs de surface cellulaire. Ces recepteurs sont capables de repondre de 
facon specifique aux molecules solubles de signalisation extracellulaire (hormones et des 
facteurs de croissance, par exemple) pour generer des signaux intracellulaires qui alterent le 
comportement cellulaire. Egalement, chaque cellule dans un tissu exprime a un niveau 
particulier une combinaison de molecules d'adhesion cellulaire (CAMs) qui lui permettent 
de se Her d'une facon caracteristique a d'autres cellules {molecules d 'adhesion cellule-
cellule) ou a la matrice extracellulaire (molecules d 'adhesion cellule-matrice extracellulaire) 
II existent cinq categories majeurs de CAMs: les cadherines, la superfamille des 
Immunoglobulines (Ig), les selectines, les mucines et les integrines (Figure 4). 
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Figure 4 : Molecules d'adhesion cellulaire 
Des interactions homophiliques sont montrees par un membre de la superfamille de 
Immunoglobulin.es (N-CAM) et des cadherines, alors que les interactions heterophiliques 
sont caracteristiques des selectines et des integrines. (Tire de O'DAY 2006) 
La matrice extracellulaire est un reseau complexe de proteines et d'hydrates de carbone 
residant entre les cellules qui aide a maintenir les tissus. Elle est le reservoir de beaucoup 
d'horniones qui controlent la croissance et la differentiation cellulaire (LODISH et al, 2000) 
(Figure 5). 
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Figure 5 : Adhesion cellule-matrice extracellulaire 
Les constituants de la matrice extracellulaire: les glycosaminoglycans, proteoglycans et 
glycoproteins ont de nombreux domaines de liaison avec les cellules facilitant ainsi 
1'adhesion de celles-ci et leur organisation en tissu. (Modifiee de LODISH et al, 2000). 
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II a ete demontre que l'interaction des domaines de liaison extracellulaire des molecules de 
surface n'est pas suffisante pour assurer 1'adhesion stable des cellules. Par exemple, les 
cadherines et les integrities s'associent par leur domaine cytoplasmique via des proteines 
d'ancrage avec le reseau du cytosquelette a l'interieur de la cellule. Cette interaction est 
extremement importante pour la stabilisation des regions de contacts tres specialises (YEH-
SHIU et al, 2004). Le resultat est une structure de jonction tres bien definie: un desmosome, 
un hemi-desmosome, une adhesion focale ou une jonction adherente, tous etant facilement 
identifiables par microscopie electronique (Figure 6). Dans les cellules epitheliales, le 
recrutement de E-cadherine et de l'actine du cytosquelette dans les regions de contacts 
intracellulaires est essentiel pour la formation et la stabilisation des jonctions adherentes 
(YONEMURA et al, 1995; YAP et al, 1997). 
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Figure 6: Differents mecanismes d'adhesion entre les cellules et la matrice 
extracelhiiaire. 
Les mecanismes jonctionnels sont montres chez les cellules epitheliales et les mecanismes 
non-jonctionnels chez des cellules autres qu'epitheliales. A noter que les integrities et les 
cadherines sont impliquees autant dans les contacts jonctionnels et non-jonctionnels des 
liaisons cellules-cellules (cadherines) et cellules-matrice (integrines). La microscopie 
electronique montre une jonction serree, une jonction adherente et un desmosome. (Tire de 
LODISH et al, 2000). 
Les interactions cellule-cellule jouent le role le plus important pendant le developpement 
embryonnaire, la differenciation cellulaire, et la regulation de 1'architecture de tissus. La 
destruction des interactions cellule-cellule pendant la carcinogenese est un evenement 
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essentiel pour l'invasion et la metastase de cellules tumorales (WILLERT et JONES, 2007; 
POLAKIS, 2007). 
2.1 Les complexes de jonction : les jonctions adherentes et les cadherines 
L'adhesion des cellules epitheliales est controlee par une variete de proteines membranaires, 
incluant les cadherines classiques (E, N, R-cadherines), claudines/occludines, nectine et 
cadherines desmosomales (desmogleines, desmocollines) (Figure 6) (TAKEICHI, 1995; 
YAMADA et NELSON, 2007). Les cadherines classiques sont requises pour initialiser les 
contacts cellule-cellule et les autres complexes proteiques assemblent en suite les jonctions 
serrees, qui controlent la diffusion paracellulaire (VAN ITALLIE et ANDERSON, 2006), 
alors que les desmosomes maintiennent la continuity structurale de l'epithelium (GESTIOS 
et al, 2006) 
Les principales molecules d'adhesion cellule-cellule sont les cadherines. Ce sont des 
proteines transmembranaires qui forment, en presence de Ca2+, les jonctions adherentes. 
Elles s'associent avec les microfilaments d'actine via des proteines d'ancrage cytoplasmiques 
(TAKEICHI, 1995). Les cadherines menent a l'adhesion mecanique cellule-cellule et 
regulent la morphologie cellulaire, la migration, la proliferation et la differentiation cellulaire 
(GUMBINER, 2000; GOODING et al, 2004). E-cadherine est exprimee dans les cellules 
epitheliales, tandis que les jonctions adherentes des autres tissus sont formees par les 
cadherines neurales (N-cadherine), retinales (R-cadherine), placentaires (P-cadherine), 
endothelio-vasculaires (VE-cadherine), etc. Les cadherines sont synthetisees comme des 
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precurseurs qui subissent plusieurs modifications post-traductionnelles, incluant le clivage 
proteolytique. Un clivage adequat des precurseurs est necessaire pour la construction des 
dimeres adhesifs (TROYANOVSKY, 2005). La molecule cadherine, deja incorporee a la 
membrane plasmique, a une region extracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique. La 
region extracellulaire des cadherines classiques est composee de cinq domaines (EC1-EC5), 
chacun forme de 110 acides amines. II y a quatre sites de liaison pour le Ca2+ entre les 
domaines extracellulaires (NAGAFUCHI, 2001). Le domaine cytoplasmique des cadherines 
est tres conserve et compte un site de la liaison de la catenine-pl20 (pi20) juxtamembranaire 
et un site C-terminal pour Her la jS-catenine. La stabilisation de la structure des jonctions 
adherentes se fait grace a la liaison des cadherines aux filaments d'actine via la /3-catenine, la 
plakoglobine et l'a-catenine (KEMLER, 1993 et RIMM et al, 1995) (Figure 7). 
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Figure 7 : Representation schematique du complexe cadherines classiques-catenines. 
Les cadherines classiques (bleu) participent a Fadhesion intercellulaire dependante du 
calcium (rouge). Elles sont composees d'un domaine extracellulaire, transmembranaire et 
cytoplasmique. Le domaine cytoplasmique contient un domaine juxtamembranaire (JMD) 
qui lie la catenine-pl20 (violet) et un domaine de liaison pour la catenine (CBD) qui lie la /3-
catenine (vert), et celle-ci lie Fa-catenine (orange). L'a-catenine, a-actinine (gris) ainsi que 
la vinculine (rose) determinent un lien direct entre le complexe de cadherines-catenines et le 
cytosquelette d'actine (jaune) (Tire de PAREDES et al, 2007) 
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2.2 Certains roles des cadherines classiques dans les cellules et les tissus 
Pendant le developpement embryonnaire, les cadherines jouent un role important dans le 
processus de morphogenese et de differenciation. Elles controlent, entre autres, la separation 
de differentes couches de tissus (TAKEICHI, 1995), la formation des limites tissulaires (KIM 
et al, 2000 et TEPASS et al, 2002) et la formation de synapses entre les neurones (UCHIDA, 
1996). Chez Fadulte, les cadherines sont impliquees dans le renouvellement ordonne de 
certains tissus comme Fepithelium intestinal (HERMINSTON et al, 1996), la regulation des 
jonctions entre les cellules epitheliales et endotheliales (VENKITESWARAN et al, 2002), le 
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maintien d'une organisation tissulaire stable pour prevenir la dissociation et la propagation 
des cellules tumorales (CANO et al, 2000 et BERX et al, 1998). 
2.3 E-cadherine : suppresseur de l'invasion des tumeurs epitheliales 
La diminution ou la disparition de l'expression d'E-cadherine a ete reportee dans plusieurs 
carcinomes humains (HIROHASHI, 1998 et BERX et VAN ROY, 2001). Apres la formation 
tumorale, l'expression diminuee d'E-cadherine joue un role primordial dans la progression de 
la tumorigenese en augmentant la migration et l'invasion cellulaire (STEMMLER, 2008 et 
PEINADO et al, 2007). Cette diminution d'expression peut etre accomplie de trois facons : 
par repression transcriptionnelle, par mutation du gene CDH1 d'E-cadherine ou par 
hypermethylation des ilots CpG du promoteur (YOSHIURA et al, 1995 et PEINADO et al, 
2004). Un role direct d'E-cadherine dans la suppression de l'invasion tumorale a ete 
demontre dans des cellules epitheliales transformees et mal differenciees ou l'expression 
exogene d'E-cadherine diminue significativement leur potentiel invasif et retablit le 
phenotype normal (CAVALLARO et CHRISTOFORI, 2004). Dans le cas contraire, 
l'utilisation d'inhibiteurs d'E-cadherine (anticorps qui alterent sa fonction ou ARN anti-sens) 
retablit l'invasion cellulaire (BEHRENS et al, 1989; FRIXEN et al, 1991 et VLEMINCKY et 
al, 1991). Une etude de tumorigenese pancreatique, utilisant un modele des souris 
transgeniques, a permis de demontrer que 1'adhesion cellulaire mediee par E-cadherine est 
cruciale pour prevenir la progression d'un adenome bien differencie a un carcinome invasif 
(PERL et al, 1998). Toutes ces donnees appuient l'importance d'E-cadherine dans 
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l'inhibition de l'invasion et la formation de metastases aux stades avarices du developpement 
tumorale. 
Bien que le role de E-cadherine dans la regulation de l'invasion tumorale soit bien etabli, le 
mecanisme exact de son activite de suppression de l'invasion est moins bien defini. II existe 
une combinaison de mecanismes possibles. Parmi ceux-ci, on note une diminution de 
1'adhesion et du nombre de jonctions cellulaires et 1'alteration de 1'organisation du 
cytosquelette. On compte aussi le changement des voies de signalisation (modulation de la 
signalisation par des recepteurs a tyrosine kinase, activation de la cascade de Wnt//3-catenine 
ou la signalisation de RhoGTPase) qui menent a la depolarisation des cellules et au gain de 
proprietes migratoires (CAVALLARO et CHRISTOFORI, 2004 et CAVALLARO et al, 
2002). 
Lors de la progression tumorale, les cellules epitheliales subissent une transformation 
epithelio-mesenchymateuse. Lors de cette transformation, les cellules acquierent un 
phenotype semblable aux fibroblastes, une capacite de dissociation les unes des autres et de 
migration. Ces evenements sont les fondements pour l'invasion et la progression 
metastatique des cellules malignes. La destruction des contacts cellule-cellule resultant de la 
diminution de l'expression d'E-cadherine joue le role le plus important dans cette transition 
epithelio-mesenchymateuse (EMT) (THIERY, 2002 et GLOUSHANKOVA, 2008) 
20 
3. Transition epithelio-mesenchymateuse (EMT) 
La transition epithelio-mesenchymateuse (EMT) est une serie ordonnee d'evenements 
pendant lesquels les cellules epitheliales perdent beaucoup de leurs caracteristiques 
epitheliales et prennent des proprietes typiques des cellules mesenchymateuses (THIERY et 
SLEEMAN, 2006). Ce processus implique des changements complexes inter- et 
intracellulaires dans 1'architecture et le comportement de la cellule : la dissociation des 
interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire, la reorganisation du 
cytosquelette pour conferer a la cellule la capacite de deplacement a travers de la matrice 
extracellulaire et l'induction d'un nouveau programme transcriptionnel pour maintenir ce 
phenotype mesenchymateux (RADISKY, 2005). Le spectre exact des changements qui se 
produisent pendant l'EMT est probablement determine par l'integration des signaux 
extracellulaires que la cellule recoit (THIERY et SLEEMAN, 2006) (Tableau 1) (Figure 8). 
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Tableau 1 : Les marqueurs de la transition epithelio-mesenchymateuse. 
(Tire de LEE et al, 2006) 
Proteins that increase in abundance 
N-cadherin 
Vimentin 
Fibronectin 
Snail-1 (Snail)-2 (Slug) 
Twist 
FOXC2 
MMP-2-3-9 
Integrin av$6 
Proteins that decrease in abundance 
E-cadherin 
Desmoplakin 
Cytokeratin 
Occludin 
Proteins whose activity increases 
ILK 
GSK-3p 
Rho 
Proteins that accumulate in the nucleus 
P-catenin 
Smad-2/3 
NF-Kp 
Snail-1 (Snail)-2 (Slug) 
Twist 
In vitro functional markers 
Increased migration 
Increased invasion 
Increased scattering 
Elongation of cell shape 
Resistance to anoikis 
Figure 8 : Le cycle de plasticity des cellules epitheliales 
Les cellules epitheliales sont transformees en cellules mesenchymateuses et vice versa par un 
cycle d'evenements. Les differentes etapes pendant l'EMT et son processus inverse, la 
transition mesenchymateuse-epitheliale (MET), sont regulees par des effecteurs d'EMT et de 
MET. La figure montre les modifications des jonctions serrees et des jonctions adherentes 
qui se produisent pendant la progression de l'EMT et de la MET. Certains marqueurs 
caracteristiques des cellules epitheliales et mesenchymateuses sont indiques. (Tire de 
THIERY et SLEEMAN, 2006) 
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3.1 Caracteristiques des cellules epitheliales et mesenchymateuses 
Les cellules epitheliales et mesenchymateuses representent deux des types cellulaires les plus 
importants chez les mammiferes. Elles different en plusieurs fonctions et caracteristiques 
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phenotypiques. Les cellules epitheliales sont caracterisees par : (i) des interactions cohesives 
parmi les cellules, qui facilitent la formation de couches cellulaires contigiies; (ii) l'existence 
de deux domaines membranaires : apical, et basolateral; (iii) la presence de jonctions serrees 
et adherentes entre leurs domaines apical et lateral; (iv) la distribution apicale-basolaterale ou 
polarisee de certains organelles et de composantes du cytosquelette (LARUE et 
BELLACOSA, 2005) (Figure 9). Dans des circonstances normales, les cellules epitheliales 
peuvent etre mobiles mais elles restent toujours dans la couche epitheliale. In vitro, elles 
poussent en groupe de cellules. (SCHOCK et PERRIMON, 2002 et THIERY et SLEEMAN, 
2006). Les epitheliums exterieurs (l'epiderme, par exemple) servent de barriere protectrice 
contre les dangers environnementaux et les epitheliums interieurs (l'epithelium simple dans 
l'appareil digestif, l'endothelium, par exemple) creent des sous-structures bien definies dans 
l'organisme (RADISKY, 2005). 
Les architectures mesenchymateuses multicellulaires sont caracterisees par: (i) une perte ou 
absence d'interactions entre les cellules, done, il n'y a pas formation de couches cellulaires 
contigues; (ii) une absence des membranes apicale et laterale; (iii) absence de polarisation 
des molecules de surface cellulaire et du cytosquelette d'actine (LARUE et BELLACOSA, 
2005). In vitro, les cellules mesenchymateuses ont un aspect fusiforme, une morphologie 
semblable a un fibroblaste, elles poussent de facon dispersee et elles sont tres mobiles. 
(THIERY et SLEEMAN, 2006) (Figure 9). Elles organisent et remodelent la matrice 
extracellulaire par la production de metalloproteinases matricielles (MMPs) et sont une 
source importante des proteines de signalisation comme des facteurs de croissance 
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epitheliaux (EGF), hepatocytaires (HGF) et fibroblastiques (FGF) et facteur de croissance 
transformant-/3 (TGF-iS) (RADISKY, 2005). 
Figure 9 : Images de la Transition 6pithelio-m6senchymateuse (EMT) 
Des cellules mammaires SCp2 (a) ont ete traitees avec MMPs-3 (b) pour induire une EMT. 
Les cellules ont 6te\ marquees avec l'anticorps anti-phalloidine pour visualiser les 
microfilaments d'actine (rouge) et avec DAPI pour l'ADN (bleu). Pes cellules mammaires 
Eph4 (c) ont etc" traitees avec TGF-/8 (d) pour induire une EMT. Les cellules ont ete 
marquees avec les anticorps anti-E-cadherine (vert) et anti-vimentine (rouge). L'EMT a ete 
observed dans des cellules de carcinome de vessie de rat NBT-II. Lors de la pri-EMT, les 
cellules ont ete marquees avec l'anticorps anti-desmoplakine pour visualiser les desmosomes 
(e) et en post-EMT, avec l'anticorps anti-vimentine (f). (Tire de THffiRY et SLEEMAN, 
2006). 
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3.2 L'importance du processus d'EMT 
La transition epithelio-mesenchymateuse joue un role tres important dans plusieurs etapes du 
developpement, comme la gastrulation, le delaminage de la crete neurale, etc. (NIETO, 2001 
et SHOOK et KELLER, 2003) (Figure 10). Le processus inverse, connu comme transition 
mesenchymateuse-epitheliale (MET) a aussi ete rapporte pendant le developpement des 
reins, la formation de la cavite coelomique, etc. (CHRIST et ORDAHL, 1995 et NIETO, 
2002). 
L'induction de l'EMT assure l'integrite mecanique et physiologique des tissus, mais une 
induction inappropriee de ce processus peut avoir des consequences dramatiques. Une 
inflammation chronique ou des conditions qui favorisent une destruction soutenue du tissu 
peuvent stimuler la fibrose. Dans un cas de fibrose, il y a un exces d'EMT qui altere 
l'integrite du tissu et de sa fonction (IWANO et al, 2002 et KALLURI et NEILSON, 2003). 
En plus, les caracteristiques des cellules aptes a faire une EMT, comme leur habilite a se 
separer des cellules avoisinantes et a penetrer d'autres tissus, sont specialement dangereuses 
quand elles sont acquises par des cellules tumorales. Ces caracteristiques sont impliquees 
dans l'etape de metastase tumorale (KANG et MASSAGUE, 2004 et YANG et al, 2003) 
(Figure 10). L'EMT collabore aussi dans la progression tumorale en donnant une 
augmentation de la resistance aux agents pro-apoptotiques (MAESTRO et al, 1999 et VEGA 
et al, 2004) et en produisant des tissus de support pour les tumeurs (PETERSEN et al, 2003). 
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II existe une difference majeure entre l'EMT du developpement normal et l'EMT des 
processus pathologiques. Pendant le developpement normal, les evenements cellulaires et 
moleculaires suivent un plan spatial et temporel hautement regule, tandis que pendant la 
progression metastatique par exemple, l'ordre des evenements est chaotique, independant du 
temps et certains evenements peuvent etre evites (LARUE et BELLACOSA, 2005). 
Figure 10 : EMT dans le developpement, Pinvasion et la metastase. 
(Modifie de RADISKY, 2005). 
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3.3 Evenements moleculaires qui regulent l'EMT 
L'interaction de differents facteurs de croissance et des cytokines secretes par les cellules 
cancereuses et les cellules notes, en relation avec des changements dans le 
microenvironnement local, contribuent a declencher les evenements moleculaires associes 
avec le programme EMT pendant la progression du cancer (BISSEL et RADISKY, 2001; 
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TSO et al, 2006; GOTZMANN et al, 2004 et YANG et al, 2006). Particulierement, 
l'expression augmentee de plusieurs facteurs de croissance comme TGF-/3, FGF, EGF, HGF 
et les ligands de Wnt initialisent une signalisation dependante de lews recepteurs et 
produisent une activation des molecules effectrices intracellulaires : membres de la famille 
des petites GTPases (Ras, Rho et Rac) et les membres de la famille de la tyrosine-kinase Src. 
Ces effecteurs organisent le desassemblage des complexes de jonctions et les changements 
du cytosquelette qui se produisent pendant l'EMT. L'activation de ces voies de signalisation 
provoque aussi l'activation des regulateurs transcriptionnels comme Snail et Slug, lesquels 
controlent les patrons d'expression des genes caracteristiques de l'EMT. (BARALLO-
GEVIENO et NIETO, 2005). La cible principale de ces regulateurs transcriptionnels est la 
repression du gene d'E-cadherine. La diminution de l'expression d'E-cadherine (ou sa 
mutation chez les cellules cancereuses) a des consequences serieuses et importantes pour 
l'EMT. Les niveaux d'E-cadherine deviennent limites, ce qui entraine par consequence une 
perte des complexes de jonctions intercellulaires dependantes d'E-cadherine et l'abolition de 
la sequestration de /3-catenine au cytoplasme. Comme resultat, /3-catenine se relocalise au 
noyau et stimule la voie de signalisation de Wnt. (THIERY et SLEEMAN, 2006). 
L'activite de la kinase glycogene-synthetase-3/3 (GSK3/3) est inhibee par la voie de la 
proteine kinase B (AKT/PKB) et la voie Wnt et Hedgehog qui regulent l'EMT. (POLAKIS, 
2000 et GRILLE et al, 2003). GSK3/3 est capable de phosphoryler plusieurs facteurs de 
transcription comme : p53, Myc, facteur nucleaire de cellules T activees (NFAT), qui causent 
son exportation du noyau. (BEALS et al, 1997). GSK3/3 phosphoryle Snail-1 et l'amene a 
son ubiquitination et sa degradation et a l'exportation de Snail-1 du noyau (ZHUO et al, 
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2004). Des mutations de Snail-1 previennent sa phosphorylation par GSK3/3, Snail-1 reste 
done stable et se localise au noyau ou il induit l'EMT. Comme on peut s'y attendre, 
Finhibition de l'activite de GSK3/3 donne une augmentation des niveaux cellulaire de Snail-1 
et par consequence une diminution de la regulation d'E-cadherine. 
La stimulation de la signalisation du recepteur de facteur de croissance epitheliale (EGFR) se 
fait par ses ligands. Ces ligands sont EGF, TGF-/3, le facteur de croissance ressemblant a 
l'EGF et se liant a Theparine (HB-EGF) et l'amphireguline. Via des boucles autocrines et 
paracrines, cette stimulation conduit a l'activation de plusieurs proteines : Src, la proteine 
kinase mitogene-activee (MAPK), la kinase phosphstidylinositol-3 (PI3K)/Akt, le facteur 
nucleaire-kappaB (NF-kB), la phospholipase C7 (PLC7) et la cascade intracellulaire de /3-
catenine. Elle mene aussi a l'augmentation de la regulation des metalloproteinases de la 
matrice extracellulaire (MMPs) et a l'expression de l'activateur de la urokinase 
plasminogen (uPA) (MIMEAULT et BATRA, 2006-1; MIMEAULT et BATRA, 2006-2; 
MIMEAULT et al, 2003). Toutes ces consequences contribuent a la croissance soutenue, la 
survie, les arrangements du cytosquelette, les changements de la polarite cellulaire, la 
migration et l'invasion des cellules cancereuses. Plus specifiquement, plusieurs etudes 
indiquent que l'activation de la signalisation d'EGFR provoque la dispersion cellulaire par la 
disorganisation des jonctions adherentes et desmosomales et la migration via l'activation des 
voies Raf/MAPK, Rac et/ou PLC7 (SAVAGNER, 2001 et EDME et al, 2002). II a aussi ete 
demontre que EGF mene a l'activation de MAPK et de la cascade de kinases liees aux 
integrines (ILK)/PI3K/Akt et l'augmentation de l'activite de MMP-2 et -9 chez les cellules 
epitheliales de la surface ovarienne, reconnues comme etant des precurseurs du carcinome 
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ovarien (AHMED, 2006). Par consequence, il peut se produire une induction ou une 
augmentation de la migration des cellules et leur donner une morphologie ressemblant a celle 
des fibroblastes (expression de vimentine, switch de E-cadherine a N-cadherine) (LARUE et 
BELLACOSA, 2005 et LEE et al, 2006) (Figure 11). 
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Figure 11 : Schematisation des voies de signalisation associees a l'EMT 
Differents ligands se lient aux recepteurs de tyrosine kinase (RTK), aux recepteurs de TGF-j3 
(TGF-/3R) ou aux recepteurs des integrines. L'activation de molecules structurales de 
differentes voies de signalisation et de facteurs de transcription mene a des changements dans 
l'adhesion cellulaire, des rearrangements du cytosquelette et 1'induction des genes 
specifiques qui favorisent l'execution du programme d'EMT. (Tire de LARUE et 
BELLACOSA, 2005) 
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En plus de la dissociation des adhesions cellule-cellule, les cellules qui subissent une EMT 
doivent reguler les contacts des integrines avec la tnatrice extracellulaire. II existe plusieurs 
connexions entre la signalisation des integrines et les autres voies qui controlent TEMT. Par 
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exemple, l'endocytose d'E-cadherine implique l'activation de Rapl, une petite GTPases qui 
regule 1' activation cytoplasmique des integrities necessaires pour la formation des adhesions 
focales (BALZAC, 2005). La liaison des composantes de la matrice extracellulaire comme le 
collagene de type IV, la laminine et la fibronectine a Fintegrine-jSl ou —/33 des cellules 
malignes mene a l'activation de plusieurs voies de signalisation incluant des proteines 
comme Ras, Rac, PI3K, ILK, /3-catenine et/ou PLC7. Ces molecules contribuent a la 
proliferation et survie des cellules cancereuses et au developpement des cancers localement 
invasifs et metastatiques (MENKE et al, 2001 et JONES et al, 2005). 
Comme explique auparavant, l'accomplissement complet de l'EMT exige l'activation d'un 
programme genetique complexe. II s'agit d'evenements transitoires pendant la progression 
tumorale et seulement certaines cellules tumorales repondent aux signaux inducteurs de 
l'EMT. En effet, l'interet de l'EMT dans les tumeurs humaines est encore un sujet de 
discussion considerable qui attend une clarification et le developpement de modeles in vivo 
appropries ainsi que des etudes plus approfondies sur les tumeurs humaines. 
4. Le cancer de l'ovaire 
Malgre les avancements des trois dernieres decennies dans la chirurgie de reduction tumorale 
et la chimiotherapie combinee, le cancer de l'ovaire reste une menace considerable pour les 
femmes. II est actuellement le cancer gynecologique le plus mortel et la cinquieme cause de 
mortalite par cancer chez les femmes. Mondialement, on estime a 204 000 nouveaux cas 
diagnostiques et 125 000 deces dus au cancer ovarien chaque annee 
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(SANKARANARAYANAN et FERLAY, 2006). Au Canada, pres de 2 500 cas ont ete 
diagnostiques et 1 700 deces constates en 2008 (Canadian Cancer Statistics, 2008). Le 
pourcentage de survie apres 5 ans a passe de 37% dans les annees 70 a 45% dans les annees 
90 (JEMAL et al, 2006). Cependant, la survie des femmes avec une maladie avancee ne s'est 
pas amelioree de facon significative et la majorite des patientes succombent a la maladie. 
Seulement 25% de tous les cas sont diagnostiques en stade I, stade precoce ou la croissance 
tumorale est limitee aux ovaires, et 90% de ces patientes peuvent etre traitees avec un 
traitement chirurgical et une chimiotherapie adequate. Par contre, seulement 30% ou moins 
des patientes en stades III ou IV (tumeur impliquant 1 ou 2 ovaires avec implants peritoneaux 
hors de la region pelvienne et/ou metastases) peuvent etre gueries (BAST et al, 2007). Le 
risque de developper un cancer ovarien dans la vie d'une femme est de 1 sur 70 en 
comparaison a 1 sur 8 ou 9 pour le cancer de sein. La plus grande mortalite parmi tous les 
cancers gynecologiques est associee au cancer de l'ovaire. Ceci refiete le diagnostic tardif de 
la maladie, le manque de tests de depistages adequats et le developpement d'une resistance a 
la chimiotherapie par les cellules cancereuses. 
4.1 Facteurs de risques associes au cancer de l'ovaire 
Selon des etudes epidemiologiques, l'histoire familiale est le facteur de risque le plus 
important pour le developpement du cancer de l'ovaire (AUERSPERG et al, 2001). Parmi les 
facteurs de risques genetiques associes aux cancers ovariens hereditaires, les mutations dans 
les genes BRCA1 et BRCA2 sont particulierement importantes (LYNCH et al, 1998). 
L'incidence du cancer de l'ovaire est plus grande parmi les femmes de race caucasienne et 
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les femmes post-menopausiques. L'age avance (plus de 50 ans) au moment du diagnostic, 
contribue a une mortalite tres elevee associee a la maladie. Les ovaires des femmes post-
menopausiques forment typiquement de profonds plis, des invaginations et des kystes 
d'inclusion sous-jacents a la surface epitheliale de l'ovaire (AUERSPERG et al, 1998 et 
2001). Ces changements apportent un microenvironnement particulier ou la presence de 
facteurs stimulants favorisent la progression tumorale (FEELEY et WELLS, 2001). D'autres 
facteurs de risque comme la nulliparae (aucune grossesse), l'utilisation de drogues pour 
traiter l'infertilite et certains desordres endocriniens augmentent le risque de cette maladie 
(HOLSCHNEIDER et BEREK, 2000). Le risque de cancer de l'ovaire augmente aussi avec 
le nombre d'evenements ovulatoires. Les blessures et rinflammation repetitive de la surface 
epitheliale de l'ovaire associee a l'ovulation contribuent a augmenter la proliferation 
cellulaire et le taux de mutations favorisant la tumorigenese (FEELEY et WELLS, 2001 et 
OZOLS et al, 2004). Par contre, la multiparite (plusieurs grossesses), l'utilisation de 
contraceptifs oraux, les grossesses et la lactation sont associes a un faible risque de cancer 
ovarien, a cause de la diminution du nombre de cycles ovulatoires (AUERSPERG et al, 2001 
et DALY et OBRAMS, 1998). 
Environ 90% des cancers de l'ovaire sont des neoplasies clonales qui resultent d'une simple 
cellule progenitrice epitheliale ayant subi de multiples alterations genetiques et epigenetiques 
(JACOBS et al, 1992). Ces alterations genetiques sous-jacentes pourront apparaitre suite a 
des mutations spontanees survenant lors de la reparation des defauts de l'ovulation ou apres 
la stimulation avec des gonadotrophines ou des androgenes (BAST et al, 2007). La 
transformation maligne a ete associee a l'activation des voies de signalisation de PI3K, 
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Ras/MAP/Src et STAT3, la perte de fonction de p53 et de genes suppresseurs de tumeurs, 
l'expression de facteurs stimulants l'angiogenese (VEGF, FGF) et 1'augmentation de 
l'expression de mucines (MUC1 et CA125) (MILLS et al, 2001; PATTON et al, 1998; 
NISHIMOTO et al, 2005; BERCHUCK et al, 1994; DOWDY et al, 2005; YONEDA et al, 
1998; TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al, 1999 et BAST et al, 1981). 
4.2 Classification du cancer de l'ovaire 
II existe trois types principaux de tumeurs ovariennes : tumeurs de cellules germinales (3%), 
tumeurs du stroma (5%) et tumeurs epitheliales (90%). Les tumeurs epitheliales peuvent etre 
benignes, de bas potentiel de malignite ou des carcinomes malins. Plusieurs investigations 
suggerent que le carcinome epithelial de l'ovaire se developpe a partir de la couche simple 
de cellules epitheliales qui recouvre l'ovaire ou a partir des kystes d'inclusion situes juste en 
dessous de la surface ovarienne (AUERSPERG et al, 2001; MURDOCH, 1996 et 
MURDOCH et al, 2001). Ce carcinome peut adopter une differentiation sereuse (46%), 
mucineuse (36%), endometrio'ide (8%) ou des cellules claires (3%) (Figure 12). 
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Figure 12 : Types histologiques du carcinome epithelial de l'ovaire 
Le carcinome ovarien peut metastaser via les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, mais de 
fa9on caracteristique, il se dissemine plus frequemment dans la cavite peritoneale et forme 
des nodules ou des agregats de cellules cancereuses qui tapissent les surfaces sereuses. Le 
blocage du systeme lymphatique du diaphragme et la fuite de fluides riches en proteines a 
partir des vaisseaux sanguins tumoraux produisent l'ascite (NAORA et MONTELL, 2005). 
4.3 Presentation clinique, diagnostic et traitement du cancer ovarien 
Bien que le cancer de l'ovaire soit considere comme tres silencieux, cette maladie est 
generalement symptomatique surtout dans les stades plus avances (GOFF et al, 2000). 
Cependant, les symptomes ne sont pas specifiques et ils sont generalement attribues a des 
conditions gastro-intestinales, genito-urinaires, gynecologiques benignes ou des muscles 
squelettiques. Quatre-vingt-neuf pourcent des patientes avec une maladie limitee aux ovaires 
(stade I), ou au pelvis (stade II) et 97% des patientes avec une maladie propagee a l'abdomen 
(stade III) ou plus loin de 1'abdomen (stade IV) signalent une douleur abdominale, un 
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ballonnement, une gene pelvienne, et une augmentation de la frequence urinaire. Souvent, le 
cancer ovarien se presente a un stade avance avec une grande distension abdominale, de 
l'ascite et une masse adnexale palpable a Fexamen physique et visible a l'echographie 
transvaginale ou a la tomographie axiale abdomino-pelvienne (BAST et al, 2007). Le 
diagnostic definitif du cancer de l'ovaire exige generalement une laparoscopic ou une 
laparotomie. La concentration serique de CA125 ou MUC16 est elevee chez 80% des 
patientes avec un cancer epithelial de l'ovaire avance et elle est utilisee de facon quotidienne 
pour son diagnostic (CHAUHAN et al, 2006). L'intervention chirurgicale (salpingo-
oophorectomie, hysterectomie abdominale totale, omentectomie ou chirurgie de reduction 
tumorale) est le traitement de preference pour enlever le plus possible de la tumeur. En 
phase postoperatoire, une chimiotherapie de six cycles avec carboplatin et paclitaxel est 
souvent utilisee (BEREK et BAST, 2006). II est aussi possible d'ajouter une chimiotherapie 
intra-peritoneale (ARMSTRONG et al, 2006). La radiotherapie est une autre option de 
traitement surtout pour les patientes resistantes a la chimiotherapie (CMELAK et KAPP, 
1997 et BROWN et al, 2005). 
4.4 Processus d'EMT dans la physiologie des ovaires, developpement et 
progression tumorale 
La surface epitheliale de l'ovaire (OSE) est une couche simple de cellules aplaties supportee 
a la surface de l'ovaire par la membrane basale et la tunique albuginee. L'integrite de cet 
epithelium est maintenue par des desmosomes, des jonctions serrees, des integrines et des 
cadherines. Cette couche de cellules epitheliales a la capacite de modifier son stade de 
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differentiation (phenotype stromal ou epithelial) en reponse a des signaux 
environnementaux. Pendant le processus de reparation post-ovulatoire, les cellules d'OSE 
subissent une EMT et atteignent des caracteristiques semblables aux fibroblastes 
(SALAMANCA et al, 2004). L'EMT facilite la liberation des cellules d'OSE retenues dans 
le stroma de l'ovaire pendant l'ovulation (AHMED et al, 2006). II a ete aussi propose qu'une 
defaillance du programme d'EMT dans ces conditions pourrait mener a l'agregation de 
cellules epitheliales (cellules OSE) dans le stroma et la formation de kystes d'inclusion, des 
sites communs pour l'initiation du cancer ovarien (Figure 13). Des facteurs de croissance 
comme EGF, FGF, TGF/3, collagene et des cytokines ont un acces facile, et en plus grande 
concentration, aux cellules de l'OSE a l'interieur des kystes d'inclusion ou ils augmentent la 
proliferation, la dispersion cellulaire, induisent une EMT et la transformation neoplasique de 
ces cellules. Ce processus doit etre distingue de l'EMT de carcinomes ovariens avances, dans 
lequel le programme d'EMT augmente la capacite de migration et d'invasion. 
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Figure 13 : Progression neoplasique de la surface epitheliale de l'ovaire (OSE) 
La figure montre deux voies par lesquelles l'OSE est retenu dans le stroma ovarien. Les 
cellules de l'OSE restent epitheliales, se regroupent (aggr) et forment des kystes d'inclusion 
(incl cyst); des sites preferentiels favorisant les changements metaplasiques et dysplasiques 
qui menent a la tumorigenese (Tire de AUERSPERG et al, 2001). 
5. Glycoproteines multifonctionnelles: les mucines 
Les mucines sont des biomolecules de haut poids moleculaire produites par les cellules 
epitheliales qui recouvrent l'interieur des organes creux ou tubulaires du corps humain. Le 
role principal des mucines est de maintenir les surfaces epitheliales hydratees. Cette 
hydratation permet la lubrification et le fonctionnement adequat des voies respiratoires et 
digestives. En plus, les mucines sont impliquees dans la protection des cellules epitheliales 
contre les infections et les traumatismes (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). Elles 
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ont aussi un role tres important dans le renouvellement et differentiation des epitheliums, la 
modulation de l'adhesion cellulaire, la signalisation et 1'immunosuppression (WESSELING 
et al, 1995; CARRAWAY et al, 2003; KNOWLES et BOUCHER, 2002 et SINGH et al, 
2007). Une particularite structurale de toutes les murines est la presence d'une grande region 
centrale formee de multiples sequences repetees "en tandem" de 10 a 80 fois, parmi 
lesquelles, jusqu'a la moitie des acides amines sont des serines ou des threonines. Cette zone 
finit par se saturer de centaines ^oligosaccharides a liaison O. Dix-huit genes encodant des 
murines humaines ont ete identifies a ce jour: MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, 
MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8, OVGP1 (MUC9), MUCH/12, MUCH, MUC15, 
MUC16 (CA125), MUC17, MUC19 et MUC20 (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). 
Ces murines sont regroupees en deux categories selon leurs caracteristiques structurales et 
leurs roles physiologiques : murines secretees et murines liees a la membrane. 
Les murines secretees produisent la plupart du mucus et sont exprimees par des cellules 
epitheliales specialises. Elles ont ete divisees en deux grands sous-types : les murines 
formant du gel (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, et MUC19) et les murines qui ne font 
pas de gel (MUC7) (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). Le volume et la 
composition de la matrice du gel sont determines par le type de murines, la nature de ses 
modifications post-traductionnelles, le degre de ses liaisons intramoleculaires et 
intermoleculaires et le type de molecules qui sont captees dans le gel (GENDLER et 
SPICER, 1995; HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004 et GURURAJA et al, 1998). Le 
gel forme une barriere et protege 1'epithelium des voies aeriennes et digestives des 
microofganismes, des toxines, des acides, des proteases et d'autres enzymes digestives. Une 
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expression aberrante et coordonnee des mucines dans des cellules premalignes et cancereuses 
mene a l'hypothese que ces molecules contribueraient au phenotype malin des cellules 
tumorales (LONGMAN et al, 2000 et WRIGHT et al, 1997). 
Les mucines liees a la membrane sont encodees par 10 genes : MUC1, MUC3A, MUC3B, 
MUC4, MUCH/12, MUC13, MUC15, MUC16 (CA125), MUC17 et MUC20. Ces mucines 
ont des multiples fonctions biologiques. L'une des fonctions tres importantes est leur role 
dans la transduction des signaux et la modulation du comportement des cellules cancereuses 
menant a la potentialisation de la tumorigenicite et la metastase (SINGH et al, 2004 et 
HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). La structure d'oligosaccharides des mucines est 
impliquee dans des interactions ligands-recepteurs specifiques (GENDLER et SPICER, 
1995; HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). Certaines mucines liees a la membrane 
possedent dans leurs domaines juxta-membranaires deux ou trois motifs structuraux avec une 
sequence d'homologie pour EGF. Ces domaines semblent permettre aux mucines 
membranaires d'interagir avec les membres de la famille des EGFR et de reguler leur 
signalisation (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). Leur grand domaine 
extracellulaire previent 1'interaction de molecules d'adhesion cellulaire avec leurs ligands 
respectifs et, par consequent, une surexpression des mucines liees a la membrane peut 
affecter les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire (SINGH et al, 2004 et 
HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004) (Figure 14). 
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Figure 14 : Structure des principals mucines transmembranaires 
La figure montre une representation de (a) MUC1, (b) MUC4 et (c) MUC16. La plus grande 
sous-unite est extracellulaire. Elle est hautement glycosylee et elle contient: la sequence 
signal N-terminale (rouge), le domaine avec un nombre variable de repetitions en tandem 
(VNTR= variable number of tandem repeats), des modules SEA (sperm protein, 
enterokinase, and agrin), la sequence d'homologie au nidogene (NIDO), le domaine associe a 
l'adhesion dans MUC4 et autres proteines (AMOP), la sequence pour le facteur von 
Willebrand D (VWD) et des regions ressemblants au EGFR (EGF). La sous-unite plus courte 
des mucines transmembranaires comprend une courte region extracellulaire, le domaine 
transmembranaire (TM) et la queue cytoplasmique (CT). La figure (d) donne une 
approximation de grandeurs relatives de MUC1, MUC4, et MUC16. (Modifie de HATTRUP 
et GENNDLER, 2008) 
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5.1 Les mucines dans le developpement du cancer de l'ovaire et autres cancers 
La surface epitheliale de l'ovaire possede un phenotype mixte epithelial-mesenchymateux et 
elle est la seule region des ovaires qui exprime des mucines (AUERSPERG et al, 1998 et 
2001). Plusieurs cancers epitheliaux de l'ovaire expriment plus de mucines que la surface 
epitheliale normale de l'ovaire et que les tumeurs ovariennes benignes. MUC1, MUC2, 
MUC3, MUC4, MUC5AC et MUC16 sont surexprimes dans le cancer epithelial de l'ovaire 
(AUERSPERG et al, 2001; CHAUHAN et al, 2006; GIUNTOLI et al, 1998 et GUM et al, 
2002) (Tableau 2) 
Tableau 2 : Profil d'expression des mucines dans l'ovaire normal et les sous-types du 
carcinome ovarien (Tire de SINGH et al, 2008) 
MUd* 8 * 
MUQ»»t 
MUCS8*^ 
M l W ' t 
MUCSAC^t 
MUC5BMt 
MUCl6<""* 
MUC13^ 
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• » -
-
-
+-
+-
•H 
-
-
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+ 
+-
+ 
+ 
+ 
+ 
-
Mucinous 
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+ 
+ 
+ 
+ 
-
+ 
+ 
SA6E= serial analysis of gene expression. +=mostly detected; -= not 
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+ 
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+ 
+ 
-
+-
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Detection methods 
Immunol)istochemistry, northern blot 
Immunohistochemistiy, northern blot 
In situ hybridisation, oligonucleotide mlcroanay 
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Oligonudeotide microarray, PCR 
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detected; t-=sometimes detected. 'Poor prognosis In ovarian cancer. fNot associated with prognosis. 
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Pendant les premiers evenements de la transformation tumorale et dans les stades ulterieurs 
de la progression du carcinome ovarien, il se produit des changements dans le profil 
d'expression des mucines. Leurs modifications post-traductionnelles semblent avoir un role 
dans la croissance anormale et l'invasion (re-programmation de la signalisation) des cellules 
du cancer de l'ovaire. L'expression aberrante des mucines peut changer les proprietes 
adhesives et anti-adhesives des cellules tumorales, done promouvoir la dissemination des 
cellules pendant la metastase (SINGH et al, 2008). Parmi les mucines liees a la membrane et 
exprimees a la surface epitheliale ovarienne, MUC1 est la plus etudiee (AUERSPERG et 
al, 2001 et 2002). 
Une etude recente suggere un role possible de MUC1 dans la promotion de la survie des 
cellules propagees du cancer ovarien. MUC1 pourrait inhiber la mort cellulaire programmed 
en absence d'ancrage ou anoikose de ces cellules (TAMADA et al, 2007). L'expression de 
MUC1 semble augmenter en relation avec la progression tumorale. Dans le cancer du sein, 
par exemple, l'expression de MUC1 correle avec une faible survie et un mauvais pronostic 
(BALDUS et al, 2004). Dans le pancreas, les niveaux de MUC1 sont minimes dans les 
lesions precoces mais dans le cancer invasif, ces niveaux augmentent enormement 
(MONIAUX, et al, 2004). Les proprietes normales d'adhesion et de protection de MUC1 
sont recuperees pour les cellules tumorales pour prevenir Faeces de cellules immunitaires 
dans la tumeur (GENDLER 2001; CARRAWAY et al, 2005). L'expression de MUC1 dans 
les cellules tumorales est associee a une augmentation de metastases (NAKAMORI et al, 
1994 et KOHLGRAF et al, 2003). L'interaction de MUC1 avec certaines molecules 
d'adhesion comme la proteine endothelial ICAM-1 favorise le processus d'invasion dans 
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1'endothelium et l'attachement des cellules metastatiques aux sites distants (RAHN et al, 
2005). Finalement, MUC1 peut induire plusieurs cascades de signalisation et promouvoir la 
croissance cellulaire de differents cancers (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). La 
signalisation de MUC1 debute par la phosphorylation de sa queue cytoplasmique de MUC1 
(MUC1-CT) par des recepteurs de facteur de croissance comme ErbBl. MUC1-CT 
phosphorylee contribue a l'activation de Grb2-Sos et de la voie Ras-Erk ou a l'activation des 
evenements de signalisation dependants de la phospholipase C7 (PLCy). La queue 
cytoplasmique de MUC1 peut aussi etre clivee et relocalisee au noyau en formant un 
complexe avec /3-catenine ou y-catenine. Dans le noyau, MUC1 semble avoir un role dans 
l'activation transcriptionnelle de plusieurs genes impliques dans la proliferation cellulaire 
comme la cycline Dl (PANKAJ et HOLLINGSWORTH, 2006). 
MUC4 est hautement exprime chez les cellules du cancer de l'ovaire provenant des effusions 
peritoneales dans presque 99% des patientes (SINGH et al, 2008). Dans la plupart des 
tumeurs, de hauts niveaux de MUC4 sont associes a un mauvais pronostic et un phenotype 
metastatique (SINGH et al, 2004). Le role de MUC4 dans le cancer est lie, en partie, a son 
association avec le recepteur ErbB2. Dans les cellules metastatiques du cancer du pancreas, 
MUC4 module l'activite d'ErbB2 et modifie la signalisation en aval de celui-ci 
(CHATURVEDI, et al, 2008). En plus de son influence sur ErbB2, MUC4 supprime 
1'inhibition de contact des cellules de cancer du sein a travers la destruction des adhesions 
cellule-cellule dependantes des cadherines. Ceci mene par consequent a l'activation de 
ERK1/2 et de cycline Dl et favorise la croissance et la progression tumorale (PINO et al, 
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2006). Au-dela de la stimulation des voies de proliferation, la surexpression de MUC4 peut 
aussi conferer une resistance aux agents cytotoxiques (HU et al, 2003). 
5.2 MUC16 (CA125) 
La surexpression de MUC1 et MUC4 par plusieurs carcinomes humains et les etudes faites 
pour determiner ses fonctions dans la transformation maligne et la progression tumorale, ont 
supporte F importance de 1'etude des autres mucines comme MUC16 dans le developpement 
du cancer. MUC16, anterieurement connue sous le nom de CA125, est la mucine associee a 
la membrane la plus longue ayant ete clonee a ce jour et elle est reconnue comme etant le 
marqueur serique du cancer ovarien (YIN et LLOYD, 2001). Meme si CA125 a ete etudiee 
pendant plusieurs annees, sa grande taille (22 000 acides amines) et sa vaste glycosylation 
ont fait que le gene n'a ete clone que recemment et seulement partiellement (YIN et LLOYD, 
2001 et LLOYD et al, 1997). L'antigene tumoral CA125 a ete decouvert il y a plus de 25 ans, 
mais on possede tres peu d'information sur son implication dans le comportement des 
cellules cancereuses. 
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5.2.1 Decouverte de MUC16 
CA125 a ete decouvert en utilisant un anticorps monoclonal appele OC125. En 1981, les Drs 
Bast, Knapp et leur equipe de recherche ont isole cet anticorps monoclonal dirige contre la 
lignee cellulaire OVCA433 (obtenue d'une patiente atteinte d'un cystadenocarcinome 
papillaire ovarien) (BAST et al, 1981). Cet anticorps reagissait avec un antigene de surface 
des cellules cahcereuses de l'ovaire (BAST et al, 1981), plus particulierement les tumeurs 
ovariennes de type sereux (KABAWAT et al, 1983). II est maintenant tres bien etabli que 
CA125 n'est pas seulement detecte dans le cancer ovarien mais aussi dans plusieurs autres 
tissus secretaires normaux et d'autres carcinomes. CA125 est le marqueur du cancer de 
l'ovaire par excellence et il est couramment utilise comme outil de detection et de suivi des 
patientes (HARDARDOTTIR et al, 1990; ZURAWSKI et al, 1988; O'BRIEN et al, 1986; 
BAST etal, 1983). 
5.2.2 La structure et les domaines de CA125 
Le gene MUC16 encode la proteine CA125. II est situe aux loci pl3.2-13.3 du chromosome 
19 (KANEKO et al, 2003). Le gene MUC16 comprend le plus long exon (21693 pb) de ce 
chromosome (GRIMWOOD et al, 2004). 
Deux groupes de chercheurs ont reussi a doner partiellement le ADNc de CA125 (YIN et 
LLOYD, 2001 et O'BRIEN et al, 2001). CA125 est une glycoprotein transmembranaire de 
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type mucine dont le poids moleculaire excede 200 kDa et pourrait meme aller jusqu'a 3,5 
MDa (O'BRIEN et al, 2002). 
La structure generate de la sequence de CA125 determinee par ces deux groupes est la 
meme: un domaine extracellulaire domine par un domaine de repetitions en tandem, un 
domaine transmembranaire et une courte queue cytoplasmique (O'BRIEN et al, 2001). La 
difference entre les sequences des deux groupes consiste en un nombre different de 
repetitions et la longueur du domaine N-terminal. O'Brien a evalue le nombre de repetitions 
a plus de 45 et pouvant meme atteindre 60. La longueur totale de la proteine selon O'Brien 
serait evaluee a 22 152 acides amines (O'BRIEN et al, 2001; O'BRIEN et al, 2002). La 
sequence de l'ADNc determinee par Lloyd serait de 43kb et elle est presque entierement 
homologue a la portion 3 ' de l'ADNc determinee par O'Brien. Des sites potentiels d'epissage 
d'alternatif et la possibility de polymorphismes dormant lieu a differents variants peuvent etre 
responsables de l'incertitude face a la longueur de la proteine (O'BRIEN et al, 2001). Encore 
a ce jour, la sequence exacte et complete de CA125 n'est pas confirmee. 
La proteine CA125 est composee de trois domaines principaux : un domaine N-terminal 
extracellulaire (domaine 1), un long domaine de multiples repetitions (domaine 2) et un 
domaine C-terminal (domaine 3) qui inclutune portion transmembranaire et une courte 
queue cytoplasmique (O'BRIEN et al, 2001) (Figure 15). 
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Le domaine N-terminal est forme de plus de 12 000 acides amines (O'BRIEN et al, 2002) et 
il possede un grand potentiel pour des O-glycosylations du a sa richesse en residus serine et 
threonine. Ces glycosylations pourraient etre responsables des interactions avec la matrice 
extracellulaire. Une autre partie moins glycosylee de ce domaine pourrait etre responsable 
des interactions proteine-proteine dans la matrice extracellulaire (O'BRIEN et al, 2001). La 
presence de ce domaine rend difficile la purification de CA125 car il ne possede pas 
d'epitopes reconnus par les anticorps OC125 ou Mi l . La proteine CA125 est clivee in vivo 
par un mecanisme inconnu et ce domaine N-terminal fortement glycosyle est souvent 
retrouve associe avec un nombre variable de repetitions, ce qui pourrait expliquer 
l'heterogeneite de charge et de grandeur de la molecule de CA125 identifiee dans le serum et 
le liquide d'ascites (O'BRIEN et al, 2001). 
Le domaine de repetitions en tandem est caracteristique de la molecule de CA125 et 
represente une partie importante de la portion extracellulaire de la molecule. Les repetitions 
en tandem sont repetees 7, 20 ou meme plus de 60 fois selon l'isoforme de la proteine 
(O'BRIEN et al, 2001; DORIGO et BEREK, 2007). Chaque repetition est formee de 156 
acides amines et est caracterisee par une nature hautement conservee, une uniformite dans la 
structure de l'exon, et une methionine et deux cysteines completement conservees (O'BRIEN 
et al, 2001) (Figure 16). Les cysteines permettraient la formation d'un pont disulfure au 
niveau de chaque repetition. Les epitopes OC125 et M i l seraient situees dans cette boucle 
(O'BRIEN et al, 1991 et BAST et al, 1983). Cette structure serait possiblement responsable 
des interactions avec les molecules avoisinantes de la matrice extracellulaire. Comme le 
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domaine N-terminal de la proteine, les repetitions en tandem sont fortement O-glycosylees et 
contiennent egalement quelques glycosylations en N. 
Figure 16 : Representation schematique d'une unite repetitive de CA125 
Une repetition de CA125 de 156 acides amines contient quelques glycosylations en N-
terminal et un domaine fortement O-glycosyle dans sa partie C-terminale. Elle contient 
egalement une methionine (M) et deux cysteines (C) completement conservees. Les deux 
cysteines formeraient une boucle par un pont disulfure et cette boucle serait le site des 
epitopes OC125 (groupe A) et Ml 1 (groupe B). (Tire de O'BRIEN et al, 2001) 
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Le domaine C-terminal comprend une petite portion extracellulaire, une portion 
transmembranaire typique et une courte queue cytoplasmique. La portion extracellulaire de 
ce domaine ne comprend aucune homologie avec les autres domaines de la proteine (appele 
domaine unique). Celui-ci comprend un site potentiel de clivage proteolytique situe a 50 
acides amines juxtamembranaires qui pourrait etre responsable du relachement de la portion 
extracellulaire de CA125 dans le milieu extracellulaire. (O'BRIEN et al, 2001). Le domaine 
C-terminal de la proteine comporte egalement une serie de 25 acides amines hydrophobes qui 
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representeraient la portion transmembranaire de CA125. La queue cytoplasmique de la 
proteine comprend 31 acides amines (YIN et LLOYD, 2001). On y retrouve 6 sites potentiels 
de phosphorylation: trois tyrosines, deux threonines et une serine pres du domaine 
transmembranaire dont la phosphorylation comciderait avec le clivage de CA125 (O'BRIEN 
et al, 2001; YIN et LLOYD, 2001; KONISHI et al, 1994 et FENDRICK et al, 1997). De 
plus, le domaine cytoplasmique de CA125 contient un motif d'acide amine charge 
positivement (RRRKK). Ce motif pourrait aider au bon ancrage de la proteine a la membrane 
plasmique, dormer un site potentiel de clivage enzymatique ou un signal imparfait de 
localisation nucleaire (SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). Le motif retrouve chez 
CA125 est semblable a celui retrouve chez la mucine MUC1 (RRK), une mucine dont la 
translocation nucleaire a deja ete observee (WEN et al, 2003). 
La recherche de domaines conserves a revele la presence de six domaines SEA dans la 
sequence en acides amines connue de CA125 (YIN et LLOYD, 2001). Les domaines SEA 
sont des modules identifies pour la premiere fois chez les proteines sea urchin sperm protein, 
entorokinase et agrin. Cinq de ces domaines se trouveraient dans la region des repetitions et 
le dernier se retrouve dans le domaine unique. Les domaines SEA existent toujours dans la 
partie extracellulaire des proteines et sont souvent accompagnes de O-glycosylations vers la 
portion N-terminale, comme les repetitions de CA125 (MAEDA et al, 2004). Le domaine 
SEA servirait pour l'autoproteolyse de la proteine et possiblement a l'association non-
covalente des fragments generes par la proteolyse, comme demontre dans le cas de la mucine 
MUC1 et MUC3 (PALMAI-PALLAG et al, 2005; LEVITIN et al, 2005; KHATRI et al, 
2003). 
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5.2.3 CA125: marqueur antigenique du cancer de l'ovaire 
En plus d'etre detecte dans plusieurs tissus, cancers et liquides biologiques normaux (BAST 
et al, 1983; BERCHUCK et al, 1989 BARBATI et al, 1991), l'antigene CA125 est le 
marqueur serique utilise regulierement dans la pratique gynecologique pour surveiller des 
patientes avec cancer de l'ovaire. II s'agit d'un antigene de differentiation mullerienne 
secrete dans le flot sanguin et surexprime dans 80% des cellules de cancers sereux de 
l'ovaire, moins souvent dans les cancers de type endometrioi'de et a cellules claires, tandis 
que les tumeurs mucineuses sont quasi negatives pour CA125 (BAST et al, 1998). Apres sa 
decouverte, de nombreuses etudes ont confirme l'utilisation des niveaux seriques de CA125 
pour determiner la progression du cancer epithelial ovarien (BAST et al, 1998 et MEYER et 
RUSTHSf, 2000). La plupart de ces etudes montrent qu'une augmentation des niveaux de 
CA125 precede environ de 3 mois la detection clinique de la maladie (YIN et LLOYD, 
2001). Cependant, CA125 ne peut pas etre utilise dans le diagnostic initial du cancer 
epithelial de l'ovaire a cause de son elevation aussi importante dans d'autres conditions 
benignes (BAST et al, 1998 et MEDEN et FATTAHI-MEIBODI, 1998). Chez 90% des 
patientes avec un cancer ovarien, une montee des niveaux seriques de CA125 correle avec 
une progression de la maladie. Une reduction de CA125 peut indiquer une bonne reponse a 
des tests pharmaceutiques en phase II (RUSTING et al, 2004). CA125 peut aussi avoir un 
role dans la differentiation des masses pelviennes benignes et malignes. Une elevation de 
CA125 (>50 U/mL) est associee avec une masse pelvienne maligne dans 94% des cas 
(JACOBS et al ,1990). Jacobs et ses collaborateurs ont developpe un indice de risque de 
malignite d'une masse pelvienne en utilisant une combinaison des valeurs de CA125, 
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l'echographie par voie endovaginale et le statut menopausal (JACOBS et al ,1990). Base sur 
ces tests, les patientes peuvent etre selectionnees pour une chirurgie definitive. La demi-vie 
de CA125 correle avec la survie des patientes atteintes du cancer ovarien. Chez les patientes 
avec une complete remission, la demi-vie de CA125 est de 2 semaines. Avec une maladie 
residuelle persistante, la demi-vie est plus longue. Une reponse rapide et complete a la 
chimiotherapie raccourcira sa demi-vie (HUNTER et al, 1990). Le suivi de CA125 a travers 
le temps a permis d'etablir que Felevation des valeurs de CA125 est associee au cancer de 
l'ovaire, tandis que des valeurs stables de CA125, meme si elevees, sont associees a des 
conditions benignes (SKATES et al, 1995). Une etude d'Hogdall en 2007 decrit une 
correlation entre l'expression de CA125 des tissus et les niveaux seriques de CA125. De 
facon interessante, 50% des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire en stade precoce 
demontrent une elevation de la concentration serique de CA125 et dans 50% des tumeurs de 
stade I, CA125 est detectable a leur surface (HOGDALL et al, 2007). Chez les stades 
avances, par contre, plus de 80-95 % des patientes montrent des concentrations seriques de 
CA125 elevees (> 35 U/mL) alors qu'on observe une perte de CA125 a la surface de la 
tumeur (HOGDALL et al., 2007; BERCHUCK et al., 1989). Les patientes en stades III et IV 
qui montrent des tumeurs CA125-negatives ont une survie significativement plus courte que 
les patientes aux tumeurs CA125-positives (HOGDALL et al, 2007) (Figure 17). 
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Figure 17 : Courbes de survie de Kaplan-Meier specifiques du cancer ovarien 
Le graphique indique 358 patientes dans un stade III ou IV de carcinome ovarien avec des 
tissus CA125 positive (N=275) et patientes dans un stade III ou IV de carcinome ovarien 
sans expression de CA125 aux tissus (N=83) (Tire de HOGDALL et al, 2007) 
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5.2.4 Les fonctions proposees de CA125 
Malgre plus de 25 ans de recherche clinique et fondamentale, les fonctions biologiques de 
CA125 ne sont pas tres bien connues. Quelques fonctions de CA125 ont ete suggerees selon 
la description de sa sequence peptidique, la structure proposee et les etudes in vitro 
effectuees. Par exemple, CA125 pourrait jouer un role important dans Fadhesion cellulaire, 
l'invasion et les metastases intraperitoneales. Cette fonction est appuyee par Fobservation 
que CA125 peut se lier a la mesotheline, une proteine hautement exprimee a la surface 
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peritoneale. En se liant a la mesotheline, CA125 peut augmenter le potentiel d'invasion des 
cellules du cancer ovarien. (GUBBELS et al, 2006). En plus, CA125 fonctionne comme une 
protease dependante du calcium avec l'habilite de cliver d'autres proteines, et possiblement 
faciliter encore plus Finvasion de cellules (DORIGO et BEREK, 2007). La presence de 
CA125 dans les membranes embryonnaires suggere un role comme lubrifiant, une 
caracteristique de proteines hautement glycosylees. Deux etudes ont demontre que CA125 
peut aider aux cellules tumorales a s'echapper de la surveillance immunitaire (BELISLE et 
al, 2007 et PATANKAR et al, 2005). CA125 inhibe in vitro l'activite cytolytique des cellules 
"natural killer" en diminuant l'expression de recepteurs CD 16. Les cellules du cancer ovarien 
sont protegees de l'attaque du complement grace au fait que CA125 peut attraper et detruire 
certains de ses effecteurs (PATANKAR et al, 2005). 
6. Modeles cellulaires etablis au laboratoire permettant 1'etude fonctionnelle de CA125 
Un premier modele cellulaire d'etude a ete etabli dans notre laboratoire en 2003. Dans ce 
modele qu'on appelle "modele perte de fonction" on a bloque l'expression de surface de 
CA125 chez des cellules l'exprimant fortement en temps normal. Plus tard, d'autres 
"modeles gain de fonction" ont ete derives dans des cellules CA125-negatives chez 
lesquelles l'expression de certains domaines (cytoplasmiques, transmembranaire et 
extracellulaires) de la proteine CA125 a ete forcee. 
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6.1 Modele de perte de fonction (knockdown) 
A partir de la lignee cellulaire de cancer de Fovaire NIH:OVCAR-3, cellules qui expriment 
fortement CA125, des clones stables knockdown pour CA125 a la surface cellulaire ont ete 
etablis. Les cellules ont ete transferees de facon stable avec un "single-chain fragment 
variable" (scFv) ou mini anticorps et dirige contre CA125. Ce scFv construit dans le 
laboratoire, est specifique a la portion extracellulaire de CA125 (domaine des repetitions) et 
contient un signal de secretion et une sequence de localisation au reticulum endoplasmique 
KDEL. Pour que CA125 soit exprime a la surface cellulaire, il doit emprunter la voie de 
secretion en passant par le reticulum endoplasmique ou il est sequestre par le scFv localise et 
retenu dans ce compartiment cellulaire. On dit done que les clones stables generes imitent un 
knockdown de CA125. Ce modele perte de fonction compte quatre populations et clones de 
cellules : la lignee parentale OVCAR-3 BMC, le clone stable KDEL 4:5 # 12 (un controle 
negatif qui exprime un scFv mais qui ne lie pas CA125), le clone stable KDEL 1:9 # 9 et le 
clone stable KDEL 1:9 # 7 (deux clones ou CA 125 se retrouve sequestre au reticulum 
endoplasmique par un scFv). Ces clones ont ete valides pour la diminution d'expression de 
CA125 a la surface cellulaire (BEAUDIN, 2003) (Figure 18). 
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Figure 15 : Structure de CA125 proposee par le groupe O'Brien en 2001 
La molecule est dominee par un long domaine extracellulaire de repetitions qui contiennent 
les epitopes pour les anticorps Mil (A) et OC125 (B) et un domaine N-terminal fortement 
glycosyle. Elle est ancree par un domaine transmembranaire et elle possede aussi une queue 
cytoplasmique avec des sites potentiels de phosphorylation (Tire de O'BRIEN et al, 2001). 
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Figure 18 : Validation des clones knockdown pour CA 125 
A-H : Immunofluorescence indirecte sur lame avec des cellules permSabilisees effectuee sur 
les differents clones OVCAR-3. A, C, E et G: expression de CA 125 (rouge) chez les 
cellules controles (A,C) et chez les cellules "knockdown" pour CA125 (E, G). B, D, F et H : 
expression des scFv (vert) chez les cellules "knockdown" (F, H), chez les cellules KDEL 
4:5 #12 (scFv controles) (D) et absence d'expression de scFv chez la lignee parentale 
OVCAR-3 (B). I, J, K et L: niveau d'expression de CA125 evalue par cytometric de flux 
chez les cellules controles et chez les clones "knockdown" avec des cellules non-
permeabilisees. Chez les cellules controle (I, J) nous observons un signal optique entre 800 et 
600 tandis que pour chez les clones "knockdown" (K, L)„ nous obtenons un signal inferieur 
a 40. 
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6.2 Modele gain de fonction : expression des domaines cytoplasmiques de CA125 
Une population stable exprimant le domaine C-terminal (CTD) de CA125 (MUC16-CTD) a 
ete generee a l'aide d'une lignee cellulaire de cancer ovarien SKOV3, des cellules CA125-
negatives. La sequence des domaines cytoplasmique, transmembranaire et unique a ete 
clonee dans un plasmide permettant de former une proteine de fusion avec deux etiquettes, 
polyhistidine et c-myc, toutes deux situees en C-terminal de la proteine. Cette population 
stable, la population stable controle (exprimant le plasmide seul, EV) et la lignee parentale 
ont ete validees pour l'expression de la proteine MUC16-CTD ainsi que sa bonne localisation 
cellulaire, c'est-a-dire membranaire. Ces constructions ont ete fabriquees et validees par 
Marianne Boivin (BOIVIN, 2005). Les validations ont ete faites par immunofluorescence 
indirecte sur lame et par immunoprecipitation suivie d'un gel SDS-PAGE (Figure 19) 
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Figure 19 : Validation de la population SKOV3-MUC16-CTD. 
Les populations stables sont derivees de la lignee cellulaire SKOV3. La population stable 
nominee SKOV3-MUC16-CTD exprime le domaine C-terminal de CA125 tandis que la 
population SKOV3-EV contient seulement le vecteur vide. Les trois lignees cellulaires (la 
lignee parentale et les 2 populations stables) ont ete validees pour leur expression de la 
construction MUC16-CTD (en vert) par immunofluorescence indirecte sur lame avec des 
cellules permeabilisees (en bleu, l'ADN des noyaux des cellules colore au DAPI). 
L'expression de la construction MUC16-CTD n'est pas pareille parmi toutes les cellules 
SKOV3, ce qui explique que une seule cellule montre la fluorescence de telle construction. 
L'expression de la proteine MUC16-CTD a egalement ete prouvee par immunoprecipitation 
avec les etiquettes polyhistidine et c-myc de la proteine de fusion suivie d'un gel SDS-
PAGE. 
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6.3 Modele gain de fonction : expression des domaines extracellulaires de CA125 
La construction des plasmides pour l'expression membranaire des domaines extracellulaires 
de CA125 a ete effectuee par un systeme d'expression lentiviral. La lignee cellulaire de 
cancer ovarien SKOV3 (cellules qui n'expriment pas CA125) a ete utilisee. MUC16-UTM et 
MUC16-1R-UTM sont les populations creees. Les constructions sont ancrees a la membrane 
plasmique des cellules qui les expriment. Elles possedent done le domaine unique, le 
domaine transmembranaire et 3 acides amines charges positivement du domaine 
cytoplasmique (MUC16-UTM) afm de permettre un bon ancrage a la membrane. MUC16-
1R-UTM possede, en plus, une repetition. Ces proteines recombinantes possedent deux 
etiquettes, polyhistidine (His(g)) et c-myc, respectivement en N- et en C-terminal de la 
proteine. La validation des ces populations stables exprimant les domaines de CA125 a la 
membrane a ete faite par RT-PCR pour valider l'expression des transcrits codant pour les 
differentes proteines recombinantes puis par une analyse des lysats cellulaires pour 
l'expression proteique (Figure 20). La localisation des proteines MUC16-UTM et MUC16-
1RUTM chez les populations stables a ete verifiee par immunofluorescence indirecte sur 
lame (Figure 21) (MIGNEAULT, 2007) 
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Figure 20 : Validation de l'expression des proteines recombinantes memb ran aires 
(domaines extracellulaires de CA125) 
En (A), gel d'agarose ou on observe les produits de PCR : les controles negatifs, les bandes 
correspondantes aux poids moleculaires pour les constructions UTM (1028 pb) et 1RUTM 
(2801 pb). En (B), immunobuvardage de type western analyse avec l'anticorps anti-c-myc. 
Les poids moleculaires de MUC16-UTM et MUC16-1RUTM sont d'environ 49 kDa et 115 
kDa compares aux poids moleculaires attendus de 34,1 et 100,4 kDa, respectivement. Ces 
differences dans les poids moleculaires s'expliqueraient par 1'acquisition de glycosylations 
par les domaines unique et des repetitions. 
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Figure 2 1 : Localisation cellulaire des proteines de fusion MUC16-UTM et -1RUTM 
La localisation des proteines MUC16-UTM et MUC16-1RUTM chez les populations stables 
a ete verifiee par immunofluorescence indirecte sur lame. En (A), les cellules controles 
negatifs (SKOV3) et les cellules positives (MUC16-CTD) permeabilises et incubees avec les 
anticorps Mil et anti-c-myc. En (B), detection de MUC16-UTM et MUC16-1RUTM (vert) 
avec l'anticorps anti-c-myc. ADN du noyau colore au DAPI (bleu). 
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6.4 Resultats obtenus dans le laboratoire permettant d'etablir une relation entre CA125 
et le potentiel metastatique des cellules de cancer de l'ovaire 
Les differents modeles d'etudes decrits precedemment ont ete utilises par differents etudiants 
du laboratoire. lis ont permis de montrer les caracteristiques phenotypiques de chaque 
modele. La perte de CA125 a la membrane cellulaire produit un changement de la 
morphologie cellulaire (les cellules CA125 knockdown sont plus grosses, adoptent une forme 
plus allongee avec des extensions cellulaires, poussent de facon plus etalees et ne sont pas 
entassees). En plus, la perte de CA125 augmente la sensibilite a l'inhibition de contact, 
diminue 1'adhesion cellule-cellule (peu de croissance en absence d'ancrage et de formation 
de spheroides) et diminue la tumorigenicite chez les souris. De facon remarquable, il a ete 
observe que les cellules CA125 knockdown presentent une augmentation de l'expression du 
gene et niveaux de la proteine CD44 et une augmentation de la secretion, de 1'activation et de 
l'expression de la proMMP2. (PINARD, 2005). Les proteines CD44 et MMP2 ont un role 
tres important dans la metastase tumorale. 
Dans le cas du modele de gain de fonction par le domaine C-terminal de CA125, la 
morphologie de la lignee cellulaire utilisee n'a pas ete alteree avec le gain de fonction. On a 
observe une diminution de l'inhibition de contact et une augmentation de la tumorigenicite 
chez les souris. 
Globalement, les resultats obtenus par notre laboratoire indiquent que CA 125 pourrait 
encourager le developpement et la progression du cancer de l'ovaire. De plus, la queue 
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cytoplasmique de la proteine semble tres importante pour donner la majorite des fonctions 
observees a la proteine. Les modifications de la morphologie cellulaire et les caracteristiques 
variables de croissance des cellules CA125 knockdown font reflechir sur l'implication de 
cette mucine dans le processus metastatique. 
7. Hypothese et objectifs du projet 
Les mucines, en general, sont connues comme etant des biomolecules impliquees dans la 
protection et la lubrification des surfaces epitheliales. Cependant, plusieurs realisations ont 
demontre leurs fonctions comme modulateurs de la signalisation cellulaire ainsi que leur role 
affectant le phenotype des cellules tumorales. CA125 semble important pendant la 
tumorigenese du cancer de l'ovaire, le maintien des interactions cellulaires, l'interaction avec 
certaines proteines et le processus de migration et d'invasion. 
L'hypothese de ce projet est que l'antigene tumoral CA125 influence le potentiel 
metastatique des cellules de cancer de l'ovaire. Notre objectif principal est done d'observer 
Finfluence de CA125 dans la fonctionnalite des complexes de jonctions intercellulaires des 
cellules de cancer ovarien. Selon les variations observees, on determinera s'il existe une 
transition epithelio-mesenchymateuse (EMT) dans les cellules de cancer ovarien qui 
n'expriment pas CA125 a la surface cellulaire. Ensuite, on identifiera Fimpact des differents 
domaines de CA125 sur les interactions cellule-cellule et le potentiel metastatique des 
cellules de cancer ovarien et fmalement on investiguera l'importance de certains facteurs de 
croissance sur le phenotype EMT des cellules knockdown pour MUC16. Pour atteindre ces 
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objectifs, des essais avec les clones stables CA125 knockdown et des populations stables 
exprimant differents domaines de CA125 (domaines cytoplasmiques et extracellulaires) 
seront effectuees. 
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MATERIEL ET METHODES 
8. Lignees cellulaires utilisees et culture cellulaire 
Toutes les lignees cellulaires utilisees sont cultivees dans des flacons T-75 a 37°C en 
presence de 5% CO2. La lignee cellulaire NIH : OVCAR-3 (ATCC, Manassas, VA) est une 
lignee cellulaire humaine derivee de l'ascite d'une patiente atteinte d'un adenocarcinome 
sereux de l'ovaire. Cette lignee est maintenue en culture dans un milieu RPMI1640 (Wisent, 
St-Bruno, Canada) supplement^ de 4mM de L-glutamine (Wisent, St-Bruno, Canada), 0.01 
mg/ml d'insuline (Sigma, Saint-Louis, Missouri), 20% de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 
100 U/ml de penicilline (Wisent, St-Bruno, Canada) et 2.5 ng/ml d'amphotericine B (Wisent, 
St-Bruno, Canada). Les clones stables KDEL 4 :5 #12 (scFv controle), 1 :9 #9 et 1 :9 #7 
derives de la lignee parentale NIH : OVCAR-3 sont maintenus en culture de la meme 
maniere que cette derniere, a l'exception qu'ils sont toujours mis en presence de 1 [ig/ml de 
doxycycline (Sigma, Saint-Louis, Missouri) afin d'induire la production du scFv et 1 ug/ml 
de blasticidine (CN Biosciences, San Diego, CA) comme agent de selection pour ne 
conserver que les clones stables ayant integres l'ADN contenant la sequence du scFv. Le 
passage cellulaire de cette lignee s'effectue dans un ratio de 1 : 3 a tous les 3-4 jours lorsque 
les cellules atteignaient une confluence de 80% a 90%>. 
La lignee SKOV-3 (ATCC, Manassas, VA) est une lignee cellulaire humaine provenant aussi 
de l'ascite d'une patiente atteinte d'un adenocarcinome sereux de l'ovaire. Cette lignee est 
maintenue en culture dans un milieu DMEM/F12 (Wisent, St-Bruno, Canada) supplements 
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de 4mM de L-glutamine, 10% de FBS, 100 U/ml de penicilline et 2.5 ^g/ml 
d'amphotericine B. Pour la culture des populations stables derivant de cette lignee cellulaire, 
on ajoute a ce milieu de culture 2 |ig/ml blasticidine. Le passage cellulaire de cette lignee 
s'effectue dans un ratio de 1 : 3 a tous les 3-4 jours lorsque les cellules atteignaient une 
confluence de 80% a 90%. 
Lors d'un passage cellulaire, le milieu de culture des cellules a ete retire du flacon T-75 et les 
cellules ont ete lavees avec 5 mL de PBS (Wisent Inc, St-Bruno, Quebec). Les cellules ont 
ensuite ete decollees a l'aide d'une incubation de 1 a 5 minutes dans les incubateurs de 
culture avec 2 mL d'une solution 0,05% trypsine et 0,53 mM EDTA (Wisent, St-Bruno, 
Canada). Les cellules, alors en suspension, ont ete recoltees des flacons avec 5 mL de milieu 
de culture et placees dans un tube conique de 15 mL pour etre centrifugees a 1000 RPM 
durant 5 minutes dans une centrifugeuse Labofuge 400R (VWR, Montreal, Quebec). Le 
surnageant a ete aspire et le culot de cellules resuspendu dans du milieu de culture. Le tiers 
des cellules a ete reensemence dans leur T-75 respectif. Du milieu de culture a ete ajoute aux 
T-75 de facon a obtenir un volume total de 10 mL. 
9. Essai de migration par blessure de la monocouche de cellules 
Les differentes cellules utilisees pour cet essai ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits 
de facon a obtenir 100% de confluence cellulaire le lendemain. Une fois la confluence 
atteinte, on a fait une blessure de la monocouche de cellules en tracant dans le fond du puits 
une croix a l'aide d'un embout de micropipette de 10 uL. Immediatement, les cellules ont 
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ete lavees 2 fois avec du PBS. Du milieu de culture complet contenant de 30 mM et 75 mM 
d'hydroxyuree (SIGMA, Steinheim, Allemagne) a ete ajoute aux cellules OVCAR-3 et 
SKOV-3 respectivement. Cette concentration a prealablement ete determinee comme etant 
suffisante pour inhiber la proliferation des cellules utilisees sans induire leur mortalite. Les 
plaques ont ete incubees a 37°C et 5 % de CO2 pendant 24 heures. Des photos des puits ont 
ete prises immediatement apres le tracage de la croix (temps= Oh) et a 24 heures pour 
observer la migration des cellules dans l'espace cree par la blessure. 
10. Essai de migration a l'aide des chambres de Boyden 
Les chambre de Boyden (Becton Dickinson, Mississauga, Ontario) ont ete deposees dans un 
plaque de 24 puits et leurs membranes ont ete hydratees avec du milieu de culture sans serum 
a 37°C et 5 % de CO2 pendant 1 heure. Les cellules en culture a 40-50% de confluence ont 
ete decollees a l'aide de versene (Wisent, Saint-Bruno, Quebec, Canada), recoltees, lavees 
avec du milieu sans serum et denombrees manuellement avec un hematimetre. Une quantite 
de 5000 cellules de la lignee Nffl : OVCAR-3 ou 3500 cellules de la lignee SKOV-3 ont ete 
suspendues dans une solution totale de 300-350 uL de milieu sans serum. Ensuite, du milieu 
complet a ete ajoute en dessous de la membrane de la chambre (dans les puits de la plaque) et 
les cellules sur la membrane. Ce milieu complet servira de chimioattractant aux cellules 
capables de traverser la membrane. Suite une incubation a 37°C et 5 % de CO2 pendant 16-20 
heures selon la lignee cellulaire, les cellules a l'interieur des chambres ont ete enlevees a 
l'aide de tiges a bout de coton. Les cellules qui etaient au dessous de la membrane ont ete 
fixees avec du methanol froid pendant 5 minutes. Les cellules ont ete ensuite lavees 2 fois 
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dans du PBS et colorees avec du cristal violet 1% pendant 10 minutes. Plusieurs lavages dans 
du PBS ont ete effectues pour enlever le maximum de colorant. Les membranes ont ete 
decoupees avec une lame de rasoir et conservees entre une lame et une lamelle. Les photos 
ont ete prises a un grossissement de 10X a l'aide d'un microscope a contraste de phase et 
d'un appareil photo numerique Nikon Coolpix 4500. Le nombre de cellules par champs ete 
denombre a l'aide d'un microscope a contraste de phase a un grossissement de 10X. 
11. Immunofluorescence indirecte sur lame 
Les cellules cultivees en flacons T-75 et a une confluence d'environ 80% ont ete trypsinisees, 
centrifugees, resuspendues dans du milieu complet et environ 10% d'elles ont ete deposees 
sur des lames de verre steriles labteck (BD Falcon, Bedford, MA) dans des petris de culture 
cellulaire. Les cellules ont ete incubees de 3 a 5 heures a 37°C et 5% CO2 afin de permettre 
leur adherence a la surface des lames. Apres cette periode d'incubation, 10 mL de milieu 
complet ont ete ajoute a chaque petri et le tout a ete incube a 37°C et 5% de CO2. Lorsque les 
cellules ont atteint une confluence d'environ 80%, les lames ont ete rincees a deux reprises 
avec du PBS pour Immunofluorescence (0,17 M chlorure de sodium, 3,3 mM chlorure de 
potassium (Fisher Scientific), 10 mM phosphate de sodium dibasique, 1,8 mM phosphate de 
potassium monobasique; pH 7,4). Les lames ont ensuite ete fixees avec une solution de 3,7% 
de formaldehyde (Fisher Scientific, New Jersey, USA) / PBS a 4°C pour 15 minutes. Les 
cellules ont ete lavees 1 fois dans du PBS durant 10 minutes a temperature de la piece sur une 
plaque agitatrice. Les lames ont ete incubees 30 minutes a temperature ambiante dans une 
solution de quenching (glycine 0.1M / PBS). Les cellules ont ete permeabilisees ou non, 
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dependant de l'experience, dans une solution PBS / 0,2% TritonX-100 (ICN Biomedicals, 
Solon, OH) durant 20 minutes a la temperature de la piece. Deux lavages de 10 minutes ont 
ete faits sur la plaque agitatrice a la temperature de la piece avec du PBS. Ensuite, les cellules 
ont ete incubees 1 heure dans une solution de blocage (2% Bovine Serum Albumin Fraction 
V, heat shock (BSA) (Roche)) / PBS a temperature ambiante. Une dilution adequate de 
l'anticorps primaire (voir tableau 3) dans la solution de blocage a ensuite ete appliquee sur 
chacune des lames et incubees 1 heure a temperature ambiante dans une boite humidifiee. 
Les lames ont ensuite ete lavees 2 fois 10 minutes dans du PBS sur une plaque agitatrice a la 
temperature de la piece. Les etapes subsequentes ont ete effectuees a la noirceur parce que les 
anticorps secondaires utilises sont couples a une molecule fluorescente. Apres la dilution 
adequate de l'anticorps secondaire (voir tableau 3) dans la solution de blocage, celui-ci a ete 
place sur les lames ensuite incubees pendant 1 heure a temperature ambiante dans une boite 
humidifiee. Apres deux autres lavages de 10 minutes avec du PBS, la coloration de l'ADN 
des noyaux a ete effectuee par le 4',6' Di Amidino-2-Phenyl Indole (DAPI). Le DAPI 
(Roche, Mississauga, Ontario) a prealablement ete dime 1 : 100 000 dans la solution de 
blocage puis les lames ont ete incubees dans cette solution pendant 2 minutes. Un dernier 
lavage des cellules a ete fait dans du PBS pour 10 minutes sur plaque agitatrice. Une goutte 
de solution de montage (9,25 mM p-phenylenediamine, 10% PBS / 90 mL glycerol, pH 9) a 
ete ajoute sur les lames et une lamelle micro cover glass (VWR, Montreal, Canada) a ensuite 
ete deposed sur chaque lame. L'excedant de milieu de montage a ete recupere en pressant 
doucement les lames dans du papier absorbant. Les lames ont ensuite ete analysees a l'aide 
de Fobjectif 100X d'un microscope a fluorescence OlympuslX70 (Olympus, Hamburg, 
Allemagne) et des photos ont ete prises. 
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12. Microscopie electronique 
Les cellules des differentes populations ont ete ensemencees dans des petris de culture de 35 
mm x 10 mm. Les cellules ont ete incubees a 37°C, 5 % de CO2 jusqu'a l'atteinte de la 
confluence. Les cellules ont ensuite ete remises au Departement d'Anatomie et Biologie 
Cellulaire de la Universite de Sherbrooke pour leur preparation a la microscopie 
electronique. Une fois les coupes de cellules terminees, celles-ci ont ete observees a l'aide 
d'un microscope electronique a transmission H-7500 (HITACHI). Des photos ont ete prises 
a des grossissements de 60 000X, 70 000X, 80 000X et 100 000X. 
13. Lyse cellulaire 
Les cellules cultivees dans des plaque 6 puits (BD Falcon, Bedford, MA) ou dans des flacons 
T-75 ont ete lavees avec 2 ml ou 5 ml de PBS respectivement. Ensuite, les cellules ont ete 
incubees avec 150 \xL (plaque 6 puits) ou 700 /xL (T-75) de tampon de lyse (20 mM Tris pH 
7.5 (Roche diagnostics, Indianapolis, IN), 150 mM NaCl (Fisher scientific, Fair Lawn, NJ), 
ImM EDTA (Sigma, St-Louis, Missouri), 1 mM EGTA (Sigma, St-Louis, Missouri), 1% 
Triton X-100 (ICN Biomedicals, Solon, OH). Dans les experiences d'immunobuvardage de 
type western pour 1'analyse des proteines phosphorylees, un autre tampon de lyse a ete 
utilise : (0.01M Tris HC1 pH 7.3), 150 mM NaCl, 0.01M MgCl2 (Fisher scientific, Fair Lawn, 
NJ), 0.5% NP-40 (EM Science, Darmstadt, Allemagne). Le tampon de lyse NP40 est moins 
denaturalisant, inhibe moins l'activite kinase des proteines et il n'interrompe pas les 
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complexes proteiniques. Aux deux tampon de lyse ont ete prealablement ajoutes les 
inhibiteurs de proteases AEBSF 1 jug/ml (Sigma, St-Louis, Missouri), 1 jug/ml leupeptine 
(Sigma, St-Louis, Missouri), 20 jug/ml aprotinine (Sigma, St-Louis, Missouri), 0,7 ju.g/ml 
pepstatine A (Sigma, St-Louis, Missouri) et les inhibiteurs de phosphatases NaF lOmM 
(Sigma, St-Louis, Missouri), orthovanadate 400 jiiM (Sigma, St-Louis, Missouri), Na2(P20?) 
100 ]U.M (Sigma, St-Louis, Missouri). L'incubation dans le tampon de lyse s'est effectuee 
durant 20 minutes a 4°C avec agitation. Les cellules ont ensuite ete recoltees a l'aide d'un 
grattoir (Starstedt, Newton, NC) et centrifugees a 13000 RPM durant 10 minutes a 4°C. Le 
surnageant (lysat cellulaire) a ete utilise immediatement ou conserve a -20°C pour usage. 
ulterieur. 
14. Dosage de proteines 
Afin de faire une courbe standard, des solutions de BSA de concentrations de 0 mg/ml, 0.088 
mg/ml, 0.176 mg/ml, 0.353 mg/ml, 0.705 mg/ml et 1.41 mg/ml ont ete preparees et les lysats 
ont ete dilues 1 : 5 ou 1 : 10 avec de l'eau distillee. Le reactif de Bradford (Biorad, Hercules, 
CA) a ensuite ete dilue 1 :5 avec de l'eau distillee et un volume de 1 ml de cette solution a 
ete depose dans chaque cuvette de plastique (Starstedt, Newton, CA) pour 
spectrophotometre. Par la suite, 20 ju.1 de solution de courbe standard ou de l'echantillon 
dilue ont ete deposes dans les cuvettes. Apres avoir laisse la reaction de coloration 
s'effectuer a temperature piece pour une duree allant de 5 a 60 minutes, la densite optique de 
chaque cuvette a ete prise a l'aide d'un spectrophotometre (Beckman Coulter, Fullerton, 
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CA). Une courbe standard a ete realisee en portant la concentration proteique en fonction de 
la densite optique et la concentration proteique des echantillons a ete determinee a partir de 
cette courbe. 
15. Gel SDS-PAGE et immunobuvardage de type western 
Premierement, un gel d'acrylamide (SDS-PAGE) (EMD, Darmstadt, Allemagne) a ete 
fabrique, selon l'experience, a une concentration de 7.5%, 10%, 12% ou 15% dans le cas du 
gel separateur et de 4% pourle gel concentrateur. De 7 a 15 ug de proteines ont ete incubes a 
95°C pendant 5 minutes avec du tampon de chargement (250 mM Tris-HCl pH 6,8, 5% (m/v) 
SDS (Invitrogen), 50% (v/v) glycerol, 681 mM P-mercaptoethanol (Sigma) et rouge de 
phenol (Fisher Scientific)). Les echantillons de proteines ont ensuite ete places sur les gels 
SDS-PAGE. La migration des echantillons dans le gel a ete faite a 150V durant 1 heure dans 
un tampon de migration pH 8.3 (25 mM Tris, 0,2 M glycine (WISENT Inc.), 1% (p/v) SDS). 
Pour 1'immunobuvardage, le transfer! des proteines sur une membrane de PVDF (Roche 
diagnostics, Indianapolis, IN) a ete effectue a 4°C pendant 90 minutes sous un courant de 300 
mA dans un tampon de transfer! froid (20% methanol (EMD, Darmstadt, Allemagne), 25 
mM Tris et 192 mM glycine). Suite au transfert des proteines sur la membrane PVDF, celles-
ci ont ete bloquees dans un tampon de blocage (5% lait (Biorad, Hercules, CA), 0,01% (v/v) 
Tween® 20 (EMD, Darmstadt, Allemagne) / PBS) pendant 1 heure avec agitation a 
temperature ambiante. L'anticorps primaire a ensuite ete dilue de facon appropriee (voir 
tableau 3) dans le tampon de blocage et la membrane a ete incubee a 4 °C avec agitation 
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durant toute la nuit. Le lendemain, la membrane a ete lavee a temperature ambiante a 3 
reprises avec agitation pendant 15 minutes avec du tampon de lavage (0,01% Tween® 20 / 
PBS). La membrane a ensuite ete incubee avec l'anticorps secondaire couple a une 
peroxydase (voir tableau 3) dilue dans la solution de blocage durant 45 minutes a temperature 
ambiante avec agitation. Encore une fois, la membrane a ete lavee a temperature ambiante 
avec agitation a trois reprises pendant 15 minutes avec du tampon de lavage. La revelation 
de la membrane a fmalement ete faite a l'aide du kit ECL Plus Western Blotting Detection 
System (Amersham Biosciences, Little Chalfont Buckinghamshire, Angleterre) en suivant les 
instructions fournies par le fabriquant. Des films Kodak Scientific Imaging (PerkinElmer 
Life Sciences) ont ete utilises lors de l'exposition des membranes. 
Tableau 3 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilises et conditions 
d'utilisation. 
ANTICORPS 
Anti-E-cadherine 
Clone 67A4 (souris) 
Anti-E-cadherine 
Clone 36/E-cadherin (souris) 
Anti-claudine-7 
Clone 5D10F3 (lapin) 
Anti-cytokeratine 8-18 
Clone Zym5.2 (souris) 
COMPAGNIE 
Chemicon 
International, Inc. 
Massachusetts USA 
BD Biosciences 
Ontario, Canada 
Zymed Laboratoies, 
Inc. California, USA 
Zymed Laboratoies, 
Inc. California, USA 
DILUTION 
pour immuno-
buvardage de 
type western 
— 
1 :2500 
1 :750 
— 
DILUTION 
pour immuno-
fluorescence 
1 : 750 
1 :600 
1 :250 
1 :200 
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Anti-calreticuline 
(lapin) 
Anti-F actine 
(souris) 
Phalloidin-TRITCP1951 
Anti- Vimentine 
Clone 22352 (souris) 
Anti-a tubuline 
clone B-5-1-2 (souris) 
Anti- GAPDH 
Clone 14433 (souris) 
Anti-souris et Anti-lapin 
IgG couple a HRP 
Alexa fluor anti-mouse et 
anti-lapin IgG F(ab')2 
Cedarlane 
Laboratories 
Ontario, Canada 
Sigma 
Missouri, USA 
Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
California, USA 
Sigma 
Missouri, USA 
Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
California, USA 
Cell Signaling 
Technology 
Massachusetts, USA 
Invitrogen 
California, USA 
— 
— 
1 :500 
1 : 30 000 
1 : 30 000 
1 : 3000 
— 
1 :200 
1 : 800 
1 :300 
— 
— 
1 : 500 
16. Exposition des cellules aux differents facteurs'de croissance 
Pour certains essais de migration et de immunobuvardage de type western, les cellules NTH : 
OVCAR-3 ont ete exposees a differents facteurs de croissance, soit le facteur de croissance 
epidermal (EGF), le facteur de croissance des hepatocytes (HGF) et le facteur de croissance 
transformant-/3 (TGF/3). Dans le cas des blessures de la monocouche, les cellules NTH : 
OVCAR-3 de la lignee parentale, les clones controles KDEL 4 : 5 #12 et les clones KDEL 1 : 
9 # 7 et # 9 ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits afin d'obtenir une confluence 
76 
d'environ 100% le lendemain. La blessure de la monocouche de cellules a ete faite et les 
cellules ont ete lavees 2 fois avec du PBS. Le milieu de culture a ete remplace par du milieu 
de culture sans serum et sans insuline, contenant 30 mM d'hydroxyuree, 10, 20 ou 40 ng/mL 
de EGF (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), 20 ng/mL de HGF (MJS BioLynx Inc 
Brockville, Ontario) ou 10 ng/mL TGF/31 (PeproTech Inc. Rocky Hill, NJ) selon 
l'experience. Des incubations avec du milieu de culture complet et avec du milieu sans 
serum, toujours contenant de l'hydroxyuree, ont servis comme controles. Les plaques ont ete 
incubees a 37°C et 5 % de CO2 pendant 24 heures. Des photos des puits ont ete prises 
immediatement apres le tracage de la croix (temps= Oh) et a 24 heures pour observer la 
migration des cellules dans l'espace cree par la blessure. 
17. Exposition des cellules aux divers inhibiteurs des molecules de signalisation 
Les inhibiteurs de tyrosine kinase de l'EGFR : AG1478 et PD153035, ont ete obtenus de 
Calbiochem Corp. (San Diego, CA). Les cellules NEH: OVCAR-3 ont ete exposees aux 
differents inhibiteurs a une concentration de 4uM pour AG1478 et 5uM pour PD153035 
pendant 24 heures avant de faire les analyses. Les autres conditions de controle ont ete 
traitees selon la facon decrite dans les sections precedentes. 
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RESULTATS 
Les differents modeles cellulaires construits dans le laboratoire serviront a verifier 
1'influence de CA125 et de ces domaines structuraux dans la fonctionnalite des complexes de 
jonctions intercellulaires, dans la transition ephitelio-mesenchyrnateuse et le potentiel de 
migration des cellules de cancer de l'ovaire. 
18. Evaluation des capacites migratoires du modele perte de fonction (CA125 
knockdown) 
Suite aux observations obtenues anterieurement dans notre laboratoire comme les 
changements dans la morphologie cellulaire, 1'augmentation de 1'expression du gene et des 
niveaux de la proteine CD44 ainsi que 1'augmentation de la secretion, de 1'activation et de 
l'expression de la proMMP2 des clones KDEL 1 :9#7 et #9 qui n'expriment plus CA125. a la 
membrane cellulaire, nous avons voulu verifier si les cellules avaient acquis une plus grande 
capacite migratoire. Pour ce faire, nous avons utilise deux approches differentes 
frequemment utilisees pour evaluer cette capacite. 
La premiere methode, le "scratch essai" ou "blessure de la monocouche", produit des 
resultats qualitatifs. La figure 22 montre d'abord qu'au temps 0, la blessure entre chacune des 
monocouches etait comparable. A 6 et 24 heures on peut voir que la lignee parentale n'a pas 
reussi a combler le trou forme par la marque. Par contre, les deux clones OVCAR 
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-3 KDEL 1 :9#7 et #9 ont commence a remplir les extremites de la croix apres 6 heures 
seulement en plus d'avoir completement recouvert celle-ci apres 24 heures d'incubation. 
Figure 22 : Essai de migration par blessure de la monocouche cellulaire chez le modele 
perte de fonction (CA125 knockdown) 
Les cellules ont ete ensemencees de maniere a obtenir une monocouche a 100% de 
confluence. A l'aide d'un embout de 10 uL, une marque cruciforme a ete generee. Les 
cellules ont ete incubees 24 heures dans du milieu contenant de l'hydroxyuree (agent 
antiproliferatif). Des photos de la blessure demontrant la migration des cellules ont ete prises 
avec un microscope a contraste de phase et un appareil photo numerique Nikon Coopix 4500 
aux temps 0, 6h et 24 h suite a la blessure. 
NlH:OVCAR-3 KDEL4:5#12 KDEL1:9#7 KDEL1:9#9 
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La deuxieme methode consiste a utiliser des Chambres de Boyden avec des membranes 
poreuses comportant des pores de 8um pour mesurer la capacite des cellules a se deplacer en 
presence d'un chimioattractant, le serum dans cette experience. II s'agit d'une methode plus 
exacte et permet d'evaluer de facon quantitative le potentiel migratoire des cellules. Dans 
deux essais independants, nous avons observe une augmentation tres importante de la 
motilite des cellules CA125 knockdown. On peut constater que dans les membranes utilisees 
pour la lignee parentale NIH : OVCAR-3 et la lignee controle KDEL 4 :5#12 il n'y a pas de 
cellules colorees, a la difference des membranes des clones KDEL 1 :9#7 et #9 pour 
lesquelles on est capable de voir et de denombrer plusieurs cellules qui ont traversees la 
membrane. L'abolition de l'expression de CA125 a la membrane des cellules OVCAR-3 
semble done activer le potentiel migratoire de ces cellules. 
Figure 23 : Denombrement des cellules du modele perte fonction ayant traversees les 
membranes poreuses des chambres de Boyden 
350 Y 
300" 
250-' 
200-' 
150-' 
100-' 
50-' 
• essai #1 
• essai #2 
OVCAR-3 KDB-4:5#12 K 
1 1 
1 1 
1 1 
DB_1:9#7 KDB.1:9#9 
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Figure 24 : Essai de migration a 1'aide des chambres de Boyden chez les cellules CA125 
knockdown 
Dans chacune des chambres de Boyden, 15000 cellules ont ete ensemencees et incubees a 
37°C pendant 24 heures. Le FBS a ete utilise comme chimioattractant. Les cellules ont ete 
fixees au methanol et colorees avec du crista! violet 1%. Les photos ont ete prises a un 
grossissement de 10X avec un microscope a contraste de phase et un appareil photo 
numerique Nikon Coopix 4500. 
NIH: OVCAR-3 KDEL4:5#12 
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19. Analyse des proteines des jonctions cellulaires et du cytosquelette du modele perte 
de fonction (CA125 knockdown) 
Lors de la progression tumorale, les cellules epitheliales acquierent un phenotype semblable 
aux fibroblastes, une capacite de dissociation les unes des autres et de migration. Nous avons 
voulu evaluer si 1'abolition de CA125 a la membrane cellulaire entrainait des changements 
au niveau des interactions cellule-cellule et du cytosquelette qui pourraient induire la serie 
d'evenements necessaires pour engehdrer une transition epithelio-mesenchymateuse (EMT). 
19.1 Changement de la localisation et de l'expression d'E-cadherine dans les cellules 
CA125 knockdown 
Dans la figure 25, le signal rouge d'immunofluorescence detecte indique l'expression et la 
localisation de l'E-cadherine, la proteine la plus importante des jonctions adherentes des 
cellules epitheliales. E-cadherine est exprimee en abondance et bien localisee a la membrane 
plasmique des cellules NIH : OVCAR-3 et dans notre controle ScFv KDEL 4 :5#12. On y 
observe sa distribution reguliere et bien limitee autour des cellules. Dans les clones 1 :9#9 et 
1 :9#7 qui n'expriment plus CA125 a la surface des cellules, on trouve un patron 
d'expression d'E-cadherine completement different. Le signal rouge n'est detecte qu'au 
niveau cytoplasmique. Dans le clone KDEL 1 :9 #9 en plus de la localisation d'E-cadherine a 
l'interieur de la cellule, on observe aussi une diminution generale de cette expression. 
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Un co-marquage d'E-cadherine (en rouge) et du reticulum endoplasmique (en vert) montre 
que l'E-cadherine intemalisee ne se retrouve pas dans la voie de secretion, c'est-a-dire, le 
reticulum endoplasmique mais plutot possiblement dans des vesicules d'internalisation 
(figure 26). 
Figure 25 : Immunofluorescence de l'E-cadherine cfaez les cellules du modele perte de 
fonction 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-E-cadherine (rouge) et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
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Figure 26 : Co-marquage de PE-cadherine et du reticulum endoplasmique 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec Fanticorps anti-E-cadherine (rouge), anti-calreticuline 
(vert), la calreticuline etant une proteine en abondance dans le RE et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
NIH: OVCAR-3 KDEL 4:5#12 
KDEL1:9#7 KDEL1:9#9 
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L'immunobuvardage de type Western a ete effectue afin d'evaluer les niveaux proteiques de 
E-cadherine chez les differents clones stables. Selon les resultats obtenus, l'E-cadherine 
serait mo ins exprim.ee chez les clones CA125 knockdown (figure 27). Cette perte d'E-
cadherine a la membrane et la diminution de son expression suggere une dispaiition des 
jonctions adherentes et donne un premier indice de la possibilite d'une transition epithelio-
mesenchymateuse (EMT) chez les cellules CA125 knockdown. 
. Figure 27 : Immunohuvardage de type Western pour l'E-cadherine chez les cellules du 
modele perte de fraction 
Sur un gel 7,5% d'acrylamide, 10 fig de proteines des differents echantillons ont ete charges. 
Deux differents tampons de lyse (NP40 et Triton X-100) ont ete utilise afin d'optimiser 
l'extraction des proteines. La membrane a ete aussi revelee avec l'anticorps anti-tubuline 
servant comme controle de la quantite de proteines chargees. 
OVCAR-3 KDEL4:5#12 KDEL1:9#7 KDEL1:9#9 
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19.2 Modification de la localisation et de Texpression de claudine-7 dans les clones 
CA125 knockdown 
Pendant la transformation tumorale, les cellules tumorales perdent typiquement les fonctions 
de leurs jonctions serrees amenant a une alteration de l'integrite epitheliale et une perte de la 
polarite cellulaire. Les modifications d'une des molecules cle des jonctions serrees, la 
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claudine-7, a ete analysee par immunofluorescence indirecte et par immunobuvardage de 
type Western. 
L'expression et la distribution de claudine-7 des cellules de la lignee cancereuse de l'ovaire 
NIH: OVCAR-3 ainsi que le clone ScFv controle KDEL 4:5#12 montrent, par 
immunofluorescence indirecte, un patron concordant a la distribution attendue pour des 
cellules epitheliales. Claudine-7 est exclusivement detectee a la membrane des cellules. Chez 
les clones CA125 knockdown, claudine-7 est internalisee et elle se trouve confinee au 
compartiment cytoplasmique, surtout chez le clone KDEL 1 :9 #7. Le clone KDEL 1 :9 #9 
montre un patron plutot membranaire mais le signal est beaucoup moins intense, discontinu 
et irregulier (Figure 28). L'immunobuvardage de type Western demontre que la suppression 
de CA125 a la membrane des cellules de cancer de l'ovaire amene a une diminution de 
l'expression de claudine-7 (figure 29). Ces modifications de la claudine-7 suggerent la perte 
des jonctions serrees chez les cellules qui n'expriment pas CA125 a la membrane plasmique. 
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Figure 28 : Immunofluorescence de claudtne-7 chez les cellules du modele perte de 
fonction 
Les cellules ont ete erisemencees sur des lames et fixe'es au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-claudine-7 (vert) et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
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Figure 29 : Immunobuvardage de type Western pour la claudlne-7 chez les cellules du 
modele perte de fonction 
Sur un gel d'acrylamide 15%, 10u.g de proteines des differents echantillons ont ete charges. 
Deux differents tampons de lyse (NP40 et Triton X-100) ont ete utilises afin d'optimiser 
1'extraction des proteines. La membrane a aussi ete revelee avec Fanticorps anti-tubuline 
servant de controle de la quantite de proteines chargees. 
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19.3 Modifications observees de certaines proteines du cytosquelette dues a la perte de 
CA125 de la membrane cellulaire 
19.3.1 Cytokeratines 8 et 18 
Parmi les differents constituants qui forment le cytosquelette des cellules nous avons analyse 
premierement les cytokeratines 8 et 18. II s'agit d'une proteine cytoplasmique qui constitue 
les filaments intermediaires au niveau des tissus epitheliaux et possede un role important 
dans le maintien de la polarite cellulaire. Comrae on peut obsei-ver dans la figure 30, le 
marquage des cytokeratines 8 et 18 est tres fort et intense dans le cytoplasme des cellules de 
la lignee parentale du cancer epitheliale de Tovaire NIH : OVCAR-3 et chez le clone 
controle 4 :5 #12. Par contre, ce marquage est moins intense chez les cellules qui ont perdu 
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l'expression de CA125 a la membrane cellulaire. Ce resultat suggere une modification du 
cytosquelette qui pourrait indiquer la perte de polarite cellulaire chez les cellules CA125 
negatives. 
Figure 30 : Immunofluorescence des cytokeratines 8 et 18 chez les cellules du modele 
perte de fonction 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-cytokeratines 8 et 18 (rouge) et avec du 
DAPI (bleu) pour les noyaux. Grossissement 100X. 
NIH: OVCAR-3 KDEL 4:5#12 
KDEL1:9#7 KDEL1:9#9 
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19.3.2 F-actine 
Pendant le processus d'EMT, il existe une importante reorganisation du cytosquelette qui 
mene a une perte de la polarite basoapicale et a l'acquisition de motilite cellulaire. Nous 
avons analyse les changements du cytosquelette d'actine causes par la perte d'expression de 
CA125 a la membrane des cellules NIH : OVCAR-3. ^immunofluorescence de la F-actine 
chez les cellules parentales et chez les controles ScFv KDEL 4 :5 #12 nous montre le patron 
caracteristique des cellules epitheliales avec des structures sub-corticales d'aspect maillees 
formees des microfilaments d'actine qui donnent une polarite apicobasale aux cellules. Cette 
organisation de la F-actine est perdue chez les clones CA125 knockdown, ou on trouve un 
rearrangement du cytosquelette notable avec la creation des fibres de stress (fleches vertes), 
et l'emission des processus membranaires : des filopodes et des lamellipodes (fleches 
mauves) (figure 31). Ces donnes evoquent que l'abolition de l'expression de CA125 a la 
membrane entraine la perte de polarite cellulaire et a l'acquisition d'un potentiel migratoire 
chez ces cellules. 
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Figure 31 : Immunofluorescence de la F-actine chez les cellules du modele perte de 
fonction 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec Fanticorps anti-F-actine (rouge) et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
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19.4 Expression des marqueurs mesenchymateux chez les cellules du cancer de l'ovaire 
CA125 knockdown 
19.4.1 Vimentine 
Le dernier element que nous avons voulu observer etait la manifestation des differents 
marqueurs mesenchymateux chez notre modele perte de fonction tels que la vimentine et la 
N-cadherine. La figure 32 demontre une absence complete de la proteine vimentine chez les 
cellules exprimant CA125 a la membrane. Par contre, chez les cellules qui n'expriment pas 
CA125 a la membrane, le signal de fluorescence obtenue avec l'anticorps anti-vimentine 
apparait tres intense et demontre son patron caracteristique en traversant toute la longueur de 
la cellule. L'immunobuvardage de type Western effectue avec ces memes cellules nous 
confirme 1'expression de la vimentine chez les clones KDEL 1 :9 #7 et KDEL 1 :9 #9 ou 
CA125 n'est plus present a la membrane cellulaire (figure 33). Ces resultats montrent 
l'apparition des marqueurs mesenchymateux lorsqu'on fait un knockdown de CA125 chez 
les cellules epitheliales OVCAR-3. Ceci pourrait indiquer la manifestation d'un processus 
d'EMT chez ces cellules. 
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Figure 32 : Immunofluorescence de la vimentlne chez les cellules du modele perte de 
fonction 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et ftxees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec Fanticorps vimentine (rouge) et avec du DAPI (bleu) pour 
les noyaux. Grossissement 100X. 
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Figure 33 : Immunobuvardage de type Western de la vimentine chez les cellules du 
modele perte de fonction 
Sur un gel 12% d'acrylamide, 10 \ig de proteines des differents echantillons ont ete charges. 
Deux differents tampons de lyse (NP40 et Triton X-100) ont ete utilises afin d'optimiser 
F extraction des proteines. La membrane a ete aussi revelee avec Fanticorps anti-tubuline 
servant comme controle de la quantite de proteines chargees. 
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19.4.2 N-cadherine 
Base sur des etudes recentes demontrant que des cadherines mesenchymateuses, en 
particulier N-cadherine, augmentent la motilite des cellules tumorales et la migration, done, 
Feffet oppose observe avec E-cadherine (HAZAN et al, 2000 et TRAN et al, 1999), nous 
avons voulu constater Fexpression de novo de N-cadherine chez les clones CA125 
knockdown. Nous avons remarque par immunofluorescence et par immunobuvardage de type 
Western que la. N-cadherine n'est pas presente dans la lignee parentale ni dans notre controle 
4 :5#12. Par contre, Fexpression de N-cadherine est retrouvee chez les clones CA125 
knockdown 1 :9#9 et 1 :9#7. L'immunofluorescence avec Fanticorps anti-N-cadherine met 
en evidence sa localisation membranaire. Elle revele un patron regulier, tout autour de la 
cellule et dans presque toutes les cellules exposees (figure 34). De la meme faQon, les bandes 
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de l'immunobuvardage exprimant les niveaux de la proteine sont detectes seulement dans les 
cellules CA125 knockdown (figure 35). Ces resultats suggerent que la perte de CA125 des 
cellules OVCAR-3 confere a ces cellules 1'apparition des marqueurs mesenchymateux 
comme la vimentine et la N-cadherine presentes lors du processus d'EMT. 
Figure 34.: Immunofluorescence de la N-cadherine chez les cellules du modele perte de 
fonctlon 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-N-cadherine (rouge) et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
NIH: OVCAR-3 <KDEL4:5#12 
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Figure 35 : Immunobuvardage de type Western pour la N-cadherine chez les cellules du 
modele perte de fonction 
Sur un gel 7,5% d'acrylamide, 15 (ig de proteines des differents echantillons ont ete charges. 
La membrane a ete aussi revelee avec l'anticorps anti-tubuline servant de controle de la 
quantite de proteines chargees: 
N-cadherine 
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20. Caracterisation des jonctions cellulaires par microscopic eiectronique chez le 
modele perte de fonction de CA125. 
Les jonctions cellulaires de la lignee parentale et des differents clones ont ete observees par 
microscopie eiectronique. Nous avons pu reconnaitre plusieurs structures qui connectent des 
cellules adjacentes chez la lignee parentale OVCAR-3 et chez le clone controle ScFv. Des 
desmosomes et des jonctions adherentes ont ete facilement identifies et photographies avec 
des grossissements de 100 000X et 120 000X. A la difference des cellules decrites 
anterieurement, les clones CA125 knockdown montrent tres peu ou presque pas de 
complexes de jonctions. Nous avons pu aussi constater que le contact intercellulaire des 
cellules OVCAR-3 et du clone contrdle est etroit, serre et il est difficile d'observer un espace 
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entre les cellules. Au contraire, chez les clones KDEL 1 : 9#7 et #9, cet espace s'agrandit, et 
nous pouvons bien differencier les deux membranes qui forment cette interaction cellule-
cellule plus lache et plus faible (figure 36). Ces images montrent que les cellules du cancer 
de Fovaire OVCAR-3 ont perdu des complexes de jonction cellulaire lorsque suite a 
l'abolition de l'expression de CA125 a la membrane plasmique. 
Figure 36 : Mtcroscopie electronique des cellules du modele perte de fonction 
Les cellules ont ete observees a des grossissements de 100 000X ou 120 000X. Fleche 
rouges : complexes de jonction. Fleche vert: espace intercellulaire. 
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21. Evaluation des capacites migratoires du modele gain de fonction exprimant le 
domaine CTD de CA125: SKOV-3 CTD) 
Pour les experiences suivantes nous utilisons les cellules SKOV-3 (lignee parentale), la 
population stable controle (exprimant le plasmide seul, EV) et la population stable CTD. Les 
cellules SKOV3 sont considerees comme etant des cellules ayant un potentiel migratoire 
modere. Nous avons voulu determiner si le gain de fonction (expression du domaine CTD de 
CA125) pourrait avoir une influence sur ce phenomene impliquant possiblement le domaine 
cytoplasmique de CA125. 
L'essai de migration par blessure de la monocouche constitue un essai dont le resultat est 
qualitatif mais donne tout de meme une idee du potentiel migratoire des cellules. La figure 37 
montre d'abord qu'au temps 0, toutes les blessures des monocouches des differentes 
populations sont comparables. Apres 24 heures d'incubation on observe que plusieurs 
cellules de la lignee parentale SKOV-3 ATCC et de la population controle SKOV-3 EV se 
sont deplacees des bords de la croix en migrant vers le centre de la blessure. Les cellules de 
la population SKOV-3 CTD ont ete capables de migrer d'une facon plus importante et 
remarquable et ainsi en mesure de remplir completement la blessure de la monocouche 
cellulaire. 
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Figure 37 : Essai de migration par blessure de la monocouche cellulaire chez le modele 
gain de fonction exprimant le domaine CTD de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees de maniere a obtenir une monocouche a 100% de 
confluence. A l'aide d'un ernbout de 10 uL, une marque cruciforme a ete generee. Les 
cellules ont ete incubees 24 heures dans du milieu contenant de l'hydroxyuree (agent 
antiproliferatif). Des photos de la blessure montrant la migration des cellules ont ete prises 
avec un microscope a contraste de phase et un appareil photo numerique Nikon Coopix 4500 
aux temps 0 et 24 h suite a la blessure. 
De la meme facon que pour le modele perte de fonction, nous avons considere une autre 
methode pour verifier la capacite de migration de cellules. L'essai de chambres de Boyden 
nous a permis de definir de maniere quantitative les cellules ayant traversees les membranes 
poreuses vers l'agent chimioattr'actant qui se trouvait en-dessous de cette membrane. Du au 
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fait que les cellules SKOV-3 ont un certain potentiel de migration, dans cette experience 
nous avons cree un controle negatif. Du milieu sans serum a ete ajoute sous une des 
membranes. De cette facon les cellules ne possedent pas le chimioattractant necessaire qui 
favoriserait le deplacement des cellules. Comme attendu, aucune cellule du controle negatif 
n'a ete capable de migrer a travers de la membrane (Figure 38). Lorsque nous avons 
denombre les cellules, nous avons constate plus que le double des cellules de la population 
SKOV-3 CTD ayant traversees la membrane poreuse des Chambres de Boyden. La figure 39 
montre entre 60 et 80 cellules de la lignee parentale et du controle SKOV-3 EV par champ de 
microscope qui ont migrees a difference des cellules de la population SKOV-3 CTD ou nous 
en avons denombre plus de 200 cellules. Les deux dernieres experiences nous permettent de 
determiner un impact positif sur le potentiel migratoire de la lignee cellulaire SKOV-3 quand 
nous exprimons le domaine CTD de CA125 chez ces cellules. 
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Figure 38 : Essai de migration a l'aide des chambres de Boyden chez ies cellules 
exprimant le domaine CTD de CA125 
Dans chacune des chambres de Boyden, 15000 cellules ont ete ensemencees et incubees a 
37°C pendant 24 heures. Les cellules ont ete fixees au methanol et colorees avec du cristal 
violet 1%. Les photos ont ete prises avec un microscope a contraste de phase et un appareil 
photo numerique Nikon Coopix 4500. Grossissement 10X. Le controle negatif ne contient 
pas de chimioattractant. 
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Figure 39 : Denombrement des cellules du modele gain fonction exprimant le domaine 
CTD de CA125 dans un essai de migration a 1'aide des chambres de Boyden 
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22. Analyse des modifications des marqueurs Spitheliaux et mesenchymateux chez les 
cellules du modele gain de fonction (expression des domaines cytoplasmiques de CA12S) 
Dans le but de determiner l'impact des differents domaines de CA125 sur les interactions 
cellule-cellule, nous avons premierement utilise les populations stables exprimant le domaine 
CTD de CA125. Nous avons analyse des variations possibles du phenotype de ces cellules 
sur le potentiel metastatique des cellules cancereuses. Nous avons considere importante 
1'analyse des modifications des marqueurs de type epitheliaux et mesenchymateux etant 
donne qu'ils sont les changements majeurs lors de i'EMT. 
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22.1 Changement de Pexpression d'E-cadherine et claudine-7 chez la population 
SKOV-3 CTD 
A fin d'etudier le processus d'EMT chez nos cellules de cancer de l'ovaire, nous avons 
evalue le role potentiel accompli par le domaine CTD de CA125 sur les cellules SKOV-3. 
Comme montre dans les images d'irnmunofluorescence et d'immunobuvardage de type 
Western, nous avons remarque que l'addition de cette portion de CA125 chez les cellules 
SKOV-3 entraine une importante diminution de E-cadherine et de claudine-7. La lignee 
parentale SKOV-3 ATCC ainsi comme la population controle SKOV-3 EV demontre par 
immunofluorescence une distribution membranaire, reguliere et caracteristique de E-
cadherine qui est completement perdue chez la population SKOV-3 CTD (Figure 40). 
L'immunobuvardage de type Western nous confirme aussi l'attenuation des niveaux 
proteiques de E-cadherine et claudine-7 chez la population cellulaire SKOV3-CTD (Figure 
41). 
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Figure 40 : Immunofluorescence de l'E-cadherine chez les cellules du modele gain de 
fonction exprimant le domaine CTD de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-E-cadherine (rouge) et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
Figure 41 : Immunobuvardage de type Western pour E-cadherine et claudine-7 chez les 
cellules du modele gain de fonction exprimant le domaine CTD de CA125 
Sur un gel 7,5% ou 15% d'acrylamide, 15 ug de proteines des differents echantillons ont ete 
charges. La membrane a ete aussi revetee avec Fanticorps anti-tubuline servant de controle 
de la quantite de proteines chargees. 
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22.2 Changement de l'expression de vimentine et N-cadherine chez la population 
SKOV-3 CTD 
De la meme facon que nous avons examine des marqueurs mesenchymateux chez les cellules 
CA125 knockdown, nous les avons analyses chez la population qui exprime le domaine CTD 
de CA125. Le patron d'expression de la vimentine et la N-cadherine a ete evalue chez les 
differentes populations. Les resultats obtenus par immunofluorescence et par 
immunobuvardage de type Western indiquent une augmentation des niveaux d'expression de 
la vimentine et de la N-cadherine chez la population cellulaire SKOV-3 CTD (Figures 42 et 
43). Une certaine quantite de cellules de la lignee SKOV-3 ATCC et de la population SKOV-
3 EV sont faiblement positives pour ces marqueurs mesenchymateux a difference de 
l'expression plus forte retrouvee chez les cellules exprimant le domaine CTD de CA125. 
Toutes ces donnees ensembles nous suggerent que le domaine CTD de CA125 pourrait etre 
un regulateur positif du potentiel metastatique des cellules de cancer de l'ovaire en 
considerant les modifications qu'il apporte aux cellules SKOV-3 au niveau de molecules des 
jonctions cellulaires et des marqueurs d'EMT associes a ce processus. 
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Figure 42 : Immunofluorescence de la vimentine et la N-cadherine chez les cellules du 
modele gain de fonction exprimant le domaine CTD de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec ranticorps anti-vimentine (rouge), anti-N-cadherine (rouge) 
et avec du DAPI (bleu) pour les noyaux. Grossissement 100X. 
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Figure 43 : Immunobuvardage de type Western pour la vimentine et la N-cadherine 
chez les cellules du modele gain de fonction exprimant le domaine CTD de CA125 
Sur un gel 12% ou 7,5% d'acrylamide, 15 ug de proteines des differents echantillons ont ete 
charges. La membrane a ete aussi revelee avec Fanticorps anti-GAPDH servant de controle 
de la quantite de proteines chargees. 
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23. Evaluation des capacites migratoires du modele gain de fonction (expression des 
domaines unique et unique + 1 repetition de CA125 : SKOV-3 TMU et TMU+1R) 
(Constructions decrites a la page 61) 
Comme mentionne anterieurement, les cellules SKOV3 (lignee parentale) sont considerees 
comme etant des cellules ayant un potentiel migratoire modere. Nous avons voulu determiner 
si le gain de fonction (MUC16-UTM et MUC16-1RUTM) pourrait avoir une influence sur ce 
phenomene impliquant possiblement le domaine extracellulaire de CA125. 
La figure 36 montre d'abord qu'au temps 0, toutes les blessures des monocouches des 
differentes populations sont comparables. Apres 6 heures d'incubation, on peut voir que 
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quelques cellules controles (SKOV3 ATCC et SKOV3-GFP) ainsi que les populations 
stables MUC16-UTM et MUC16-UTM1R se sont deplacees un peu, se sont separees des 
cellules des quatre quadrants de facon aussi comparable. Apres 24 heures d'incubation, on 
observe que les cellules controlent et les populations MUC16-UTM et MUC16-1RUTM ont 
presque completement rempli la blessure en migrant vers le centre de la blessure. 
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Figure 44 : Essai de migration par blessure die Sa monocoucfae cellulaire chez le modele 
gain de fonction exprimant les dontaines TMU et TMU+1R de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees de maniere a obtenir une raonocouche a 100% de 
confluence. A 1'aide d'un embout de 10 uL, une marque craciforme a ete generee. Les 
cellules ont ete incubees 24 heures dans du milieu contenant de l'hydroxyuree. Des photos de 
la blessure montrant la migration des cellules ont ete prises avec un microscope a contraste 
de phase et un appareil photo numerique Nikon Coopix 4500 aux temps 0, 6h et 24 h suite a 
la blessure. 
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L'essai de chambres de Boyden nous a permis de definir de maniere quantitative les cellules 
ayant traversers les membranes poreuses vers 1'agent chimioattractant qui se trouvait en-
dessous de cette membrane. Dans cette experience nous avons aussi cree un controle negatif: 
du milieu sans serum a ete ajoute sous une des membranes. De cette facon les cellules ne 
possedent pas le chimioattractant necessaire qui favoriserait la migration des cellules. 
Comme attendu, aucune cellule du controle negatif n'a ete capable de traverser la membrane. 
Un nombre equivalent de cellules a ete compte dans les quatre autres differentes membranes 
(Figure 37) et les photos de celles-ci ne signalent pas, globalement, des distinctions entre les 
controles SKOV-3 ATTC et GFP et les populations MUC16-UTM et MUC16-1RUTM 
(Figure 38). Les deux dernieres experiences nous permettent d'affirmer que le potentiel 
migratoire de la lignee cellulaire SKOV3 ne semble done pas augmenter lorsqu'on exprime 
de facon exogene a la surface cellulaire les domaines unique et unique + 1 repetition de 
CA125. 
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Figure 45 : Denombrement des cellules du modele gain fonction exprimant les domaines 
TMU et TMU+1R de CA125 dans un essai de migration par chambres de Boyden 
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Figure 46 : Essai de migration a l'aide des chambres de Boyden chez les cellules 
exprimant domaines TMU et TMU+1R de CA125 
Dans chacune des chambres de Boyden, 15000 cellules ont ete ensemencees et incubees a 
37°C pendant 24 heures. Les cellules ont ete fixees au methanol et colorees avec du cristal 
violet 1%. Les photos ont ete prises a un grossissement de 10X avec un microscope a 
contraste de phase et un appareil photo numerique Nikon Coopix 4500. Le controle negatif 
ne contient pas -de chimioattractant. 
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24. Analyse des proteines des jonctions cellulaires et du cytosquelette du modele gain de 
fonction (expression des domaines extracellulaires de CA125) 
A fin d'analyser l'impact des differents domaines extracellulaires de CA125 sur les 
interactions cellule-cellule, nous avons utilise les populations stables exprimant de 
differentes parties du domaine extracellulaire de CA125 (domaines unique et unique + 1 
repetition) (Constructions decrites a la page 61). Nous avons analyse les variations possibles 
sur le potentiel metastatique des cellules cancereuses en considerant les modifications sur les 
molecules d'adhesion cellulaire, la fonctionnalite de complexes de jonction et les 
changements au niveau de cytosquelette. 
24.1 Determination des modifications des marqueurs epitheliaux chez les cellules du 
modele gain de fonction 
Etant donne que les cellules SKOV-3 sont des cellules avec des caracteristiques 
mesenchymateuses et epitheliales, et qu'elles n'expriment pas CA125 a la membrane 
cellulaire, nous avons voulu evaluer si le fait d'exprimer les domaines unique et unique + 1 
repetition de CA125 etait suffisant pour conferer aux cellules une modification de 
l'expression de la E-cadherine et la claudine-7. Des immunofluorescences et des 
immunobuvardages de type Western ont ete effectues. Aucune difference dans l'expression 
de la E-cadherine et de la claudine-7 n'a ete observee entre les cellules SKOV-3 et les 
differentes populations stables que ce soit par IF ou par immunobuvardage de type Western 
(Figures 39 et 40). Ces resultats suggerent que l'expression forcee des domaines unique et 
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unique +1 repetition de CA125 aux cellules SKOV-3 n'est pas suffisante pour modifier 
1'expression de ces marqueurs cellulaires. 
Figure 47 : Immunofluorescence de l'E-cadherine et la claudine-7 chez les cellules du 
modele gain de fonction exprimant les domaines TMU et TMU+1R de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-E-cadherine (rouge), anti-claudine-7 (rouge) 
et avec du DAPI (bleu) pour les noyaux. Grossissement 100X. 
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Figure 48 : Immunobuvardage de type Western de FE-cadherine et la claudine-7 chez 
les cellules du modele gain de fonction exprimant les domaines TMU et TMU+1R de 
CA125 
Sur un gel 7,5% ou 15% d'acrylamide, 15 (J.g de proteines des differents echantillons ont ete 
charges. La membrane a ete aussi revelee avec l'anticorps anti-tubuline servant de controle 
de la quantite de proteines chargees. 
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24.2 Statut de la F-actine du cytosquelette chez le modele gain de fonction 
La concentration et le patron d'expression de la proteine F-actine a ete evalue par IF chez les 
differentes populations. Aucune difference de concentration de la proteine n'a ete observee 
entre les differentes populations. Le patron d'expression semble etre organise, avec une 
disposition sous la membrane. On trouve aussi quelques fibres de stress ainsi que la 
formation de filopodes. II est possible d'observer certains points focaux d'adherence. Nous 
avons remarque que ce patron d'expression de la proteine ne variait presque pas d'une 
population a l'autre (Figure 49). Ces donnees demontrent que I'expression de ces domaines 
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extracellulaires de CA125 ne causent pas d'arrangement particuliers du cytosquelette chez 
les cellules SKOV-3. 
Figure 49 : Immunofluorescence de la F-actine chez les populations du modele gain de 
fonction exprimant les domaines TMU et TMU+1R de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixees au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees avec l'anticorps anti-F-actine (rouge) et avec du DAPI (bleu) 
pour les noyaux. Grossissement 100X. 
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25. Analyse de la vimentine et la N-cadherine chez les populations du modele gain de 
fonction 
De la meme facon que nous avons examine ces marqueurs mesenchymateux chez les autres 
modeles d'etude, nous les avons analyses chez les populations qui expriment les domaines 
unique et unique + 1 repetition de CA125. Le patron d'expression de la vimentine et la N-
cadherine a ete evalue chez les differentes populations. Les resultats obtenus par 
immunobuvardage de type Western et par immunofluorescence indiquent qu'il ne semble pas 
y avoir de difference des niveaux d'expression de vimentine ni de la N-cadherine d'une 
population de cellules a l'autre (Figures 50 et 51). Tous ces resultats ensembles nous 
amenent a penser que T expression forcee des domaines unique et unique +1 repetition de 
CA125 chez les cellules du cancer ovarien SKOV-3 (cellules CA125 negatives) 
n'entrainent pas de modification des caracteristiques mesenchymateuses de ces cellules. . II 
semble que ces domaines ne soient pas suffisants,- dans ce contexte cellulaire, pour produire 
les changements necessaires dormant un phenotype epithelial, caracteristique retrouve chez 
les cellules CA125 positives comme les cellules NIH :OVCAR-3. 
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Figure 50: Immunobuvardage de type Western pour la vimentine et la N-cadherine 
chez les cellules du modele gain de fonction exprimant les domaines TMU et TMU+1R 
de CA125 
Sur un gel 12% ou 7,5% d'acrylamide, 15 j^ g de proteines des differents echantillons ont ete 
charges. La membrane a ete aussi revelee avec l'anticorps anti-GAPDH servant de controle 
de la quantite de proteines chargees. 
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Figure 51 : Immunofluorescence de la vimentine et la N-cadherine chez les cellules du 
modele gain de fonction exprimant les domaines TMU et TMU+1R de CA125 
Les cellules ont ete ensemencees sur des lames et fixers au formaldehyde 3,7%. Elles ont ete 
permeabilisees et marquees ayec Fanticorps anti-vimentine (rouge), anti-N-cadherine (rouge) 
et avec du DAPI (bleu) pour les noyaux. Grossissement 100X. 
26. Evaluation des capacites migratoires du modele perte de fonction (CA125 
knockdown) 
Un certain nombre de facteurs chimiotactiques sont responsables de la migration des cellules. 
Plusieurs etudes nous montrent l'induction du programme d'EMT suite a la stimulation des 
divers facteurs de croissance. Parmi tous ces facteurs, nous avons evalue ceux qui ont un 
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effet ou une importance sur les cellules epitheliales et plus particulierement ceux qui 
contribuent au processus d'EMT chez les cellules de la surface epitheliale normale de 
l'ovaire. Comme nous avons observe precedemment, nos clones OVCAR-3 KDEL 1 :9 #7 et 
#9 CA125 knockdown montrent un potentiel migratoire augmente par rapport a la lignee 
parentale OVCAR-3 et le clone controle ScFv OVCAR-3 KDEL 4 :5#12 (Figure 52A). 
Quand nous avons effectue la meme experience, mais cette fois-ci en absence serum, nous 
avons constate une suppression complete de la migration cellulaire. Ce groupe de figures ne 
presente pas de difference; les cellules ont ete incapables de migrer meme apres 24 heures de 
culture. (Figure 52B). Suite a ces resultats, nous avons postule notre dernier objectif qui etait 
de determiner quels facteurs de croissance presents dans le serum du milieu de culture etaient 
principalement impliques dans l'induction de la migration de nos clones CA125 knockdown. 
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Figure 52 : Essai de migration par blessure de la monocouche ceiluiaire chez le modele 
perte de fonction (CA125 knockdown) 
Les cellules ont ete ensemencees de maniere a obtenir une monocouche a 100% de 
confluence. A l'aide d'un erabout de 10 uL, une marque cruciforme a ete generee. Les 
cellules ont ete incubees 24 heures dans du milieu contenant de l'hydroxyuree. En A) milieu 
complet avec serum, en B) milieu sans serum. Des photos de la blessure montrant la 
migration des cellules ont ete prises avec un microscope a contraste de phase et un appareil 
photo numerique Nikon Coopix 4500 aux temps 0 et 24 h suite a la blessure. 
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27. Effets des facteurs de croissance sur la migration des cellules de cancer de l'ovaire 
CA125 knockdown 
Les cellules du modele perte de fonction ont ete incubees dans du milieu sans serum, avec 
l'hydroxyuree comme agent d'inhibition de la proliferation et exposees a divers facteurs de 
croissance (TGFft.HGF et EGF). La migration cellulaire a ete mesuree a l'aide d'un essai par 
blessure de la monocouche cellulaire. Aux figures 53A et 53B, les cellules ont ete mises en 
culture avec du milieu sans serum mais auquel nous avons ajoute 10 ng/mL de TGF0 ou 20 
ng/rriL d'HGF, respectivement. Dans les deux conditions, la blessure de la monocouche n'a 
pas ete reparee et on observe a peine quelques cellules des clones CA125 knockdown ayant 
migre vers le centre de la blessure. Ces images suggerent que ni le TGF/3 ni l'HGF ne 
stimulent de facon significative la migration des clones CA125 knockdown. 
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Figure 53: Essai de blessure de la monocouche pour evaluer les effets des facteurs de 
croissance sur la migration cellulaire chez le modele gain de fonction 
Une marque cruciforme a ete generee sur une monocouche cellulaire. Les cellules ont ete 
incubees 24 heures dans du milieu sans serum contenant de l'hydroxyuree, auquel nos avons 
ajoute lOng/mL de TGFjS (A) ou 20ng/mL d'HGF (B). Des photos ont ete prises avec un 
microscope a contraste de phase et un appareil photo numerique Nikon Coopix 4500 aux 
temps 0 et 24 h suite a la blessure. 
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Par contre, les photos de l'experience suivante dans laquelle les cellules ont ete exposees a 10 
ng/mL d'EGF, nous revelent que les cellules des clones CA125 knockdown se separent des 
bords de la croix et bougent en remplissant presque totalement la blessure. Cette condition 
n'affecte pas la lignee parentale OVCAR-3 ni le clone controle ScFv KDEL 4 :5 #12 (Figure 
54). Ces resultats suggerent que l'induction de la migration des cellules CA125 knockdown 
est dependante de la presence d'EGF dans le milieu de culture. 
Figure 54: Essai de blessure de la monocouche pour evaluer les effets d'EGF sur la 
migration cellulaire chez le modeie gain de fonction 
Une marque cruciforme a ete generee sur une monocouche cellulaire. Les cellules ont ete 
incubees 24 heures dans du milieu sans serum contenant de l'hydroxyuree, auquel nos avons 
ajoute lOng/mL d'EGF. Des photos ont ete prises avec un microscope a contraste de phase et 
un appareil photo numerique Nikon Coopix 4500 aux temps 0 et 24 h suite a la blessure. 
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28. EGF provoque la migration des cellules CA125 knockdown d'une maniere 
independante de la dose 
Apres avoir observe une augmentation de la migration cellulaire chez les clones CA125 
knockdown due a la presence exclusive d'EGF dans le serum, nous avons voulu evaluer si 
cette augmentation etait dependante de la concentration d'EGF dans le milieu de culture. 
Dans l'essai de la figure 55, nous remarquons en A) ou T= Oh, que la blessure etait 
comparable entre la lignee parentale, le clone controle ScFv et les clones CA125 
knockdown. Apres 24 heures d'incubation dans du milieu sans serum auqiiel nous avons 
ajoute des concentrations de 10, 20 et 40 ng/mL d'EGF, nous remarquons que la motilite des 
clones KDEL 1 :9#7 et #9 ne varie pas avec Faugmentation de la concentration d'EGF 
(Figures 55B, 55C et 55D). Ces resultats suggerent qu'avec une dose de 10 ng/mL d'EGF la 
stimulation de la migration etait maximale. Des doses plus faibles que lOng/mL n'ont pas ete 
etudiees. 
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Figure 55 : Essai de blessure de la monocouche cellulaire pour evaluer la migration des 
clones CA125 knockdown selon la concentration d'EGF 
Des photos ont ete prises avec un microscope a contraste de phase et un appareil photo 
numerique Nikon Coopix 4500 aux temps 0 et 24 h suite a la blessure. 
A) 
NIH:OVCAR-3 KDEL 4:5#12 KDEL1:9#7 KDEL1:9#9 
WkM air m fef 
B) SANS SERUM + lOng/mL EGF 24 hs 
V w 
,T«24h- i il,. 
Q SANS SERUM + 20ng/mL EGF 24 hs 
r in 
tfj&fc: Ik 
D) SANS SERUM + 40ng/mL EGF 24 hs 
1* ft; 
li 
I 
1 
if 
Iw !4h-
• If 
li 
126 
29. Des inhibiteurs d'EGFR bloquent la migration cellulaire induite par EGF chez les 
clones CA125 knockdown 
Afin de poursuivre l'analyse de l'importance d'EGF et de corroborer que la migration 
observee est principalement due a ce facteur de croissance, nous avons effectue un autre essai 
de blessure de la monocouche. Les cellules ont ete traitees pendant 24 heures avec deux 
differents inhibiteurs puissants et selectives d'EGFR (PD 153035 et AG 1478). Le 
lendemain, apres avoir effectue la blessure, les cellules ont ete incubees dans du milieu 
complet avec serum ou sans serum + lOng/mL d'EGF. 
La figure 46A montre, comme observe precedemment, la capacite de migration des clones 
CA125 knockdown induite par la presence unique d'EGF comme agent stimulant dans le 
milieu de culture. Ces photos nous permettent de demontrer que la migration cellulaire des 
clones CA125 knockdown induite par EGF, est inhibee d'une facon tres marquee, quand 
nous traitons les cellules avec les inhibiteurs d'EGFR PD 153035 et AG 1478. Les photos 
kiivantes (46B) montrent, comme attendu, que seulement les cellules CA125 knockdown 
sont capables de remplir la croix quand elles sont cultivees dans du milieu complet (avec 
serum). Lorsque nous exposons ces cellules avec les inhibiteurs d'EGFR (5uM de PD 
153035 ou 5uM d'AG 1478), cette migration cellulaire est abolie d'une facon significative et 
presque completement. Toutefois, nous constatons que, possiblement du a d'autres facteurs 
presents dans le milieu de culture, une minime quantite de cellules a ete capable de bouger et 
d'effacer legerement la ligne droite de la blessure effectuee. Cette observation nous permet 
constater que l'effet stimulateur du serum sur le potentiel migratoire des clones CA125 
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knockdown est principalement du a la presence d'EGF et qu'au moins un autre facteur 
present dans le serum peut aussi stimuler la migration cellulaire mais de facon minimale. 
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Figure 56 : Des inhibiteurs d'EGFR bloquent la migration cellulaire induite par EGF 
chez les clones CA125 knockdown 
Les cellules ont ete traitees pendant 24 heures avec deux differents inhibiteurs d'EGFR (PD 
153035 et AG 1478). Le lendemain, apres avoir effectue la blessure, les cellules ont ete 
incubees dans du milieu complet avec serum (A) ou sans serum + lOng/mL d'EGF (B). Les 
photos ont ete prises avec un microscope a contraste de phase et un appareil photo numerique 
Nikon Coopix 4500, aux temps 0 et 24 heures suite a la blessure. 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
Le cancer epithelial de l'ovaire represente 95% de tous les cas diagnostiques du cancer de 
l'ovaire. Ce cancer affecte la vie des milliers de femmes et leurs families a chaque annee. Le 
cancer epithelial de l'ovaire prend le cinquieme rang en incidence parmi tous les cancers 
chez les femmes et il reste le cancer gynecologique le plus letal. En 2008, on estime que 
2500 Canadiennes ont appris qu'elles sont atteintes d'un cancer de l'ovaire et que 1 700 
mourront de suite de la maladie (Canadian Cancer Statistics, 2008). Les patientes avec un 
cancer epithelial de l'ovaire sont souvent asymptomatiques ou manifestent des symptomes 
vagues et non specifiques; en consequence le diagnostique dans un stade tardif est la norme. 
II presente un taux de mortalite tres eleve : 70~75% des femmes sont diagnostiquees a un 
stade III ou IV de la maladie avec une survie a 5 ans de seulement 15% a 31%. En 
comparaison, le taux de survie apres 5 ans des patientes en stade I est significativement 
mieux, il peut varier entre 90 % et 95% (JEMAL et al, 2006). 
La surface epitheliale de l'ovaire (OSE) est une couche simple de cellules organisees 
lateralement par des complexes de jonctions : jonctions serrees, adherentes et desmosomes. 
Elle a une importance majeure dans les pathologies gynecologiques : elle est consideree 
comme la source de 90% de neoplasies ovariennes. Les kystes d'inclusion epitheliaux 
derives d'OSE sont les sites preferentiels considered comme etant l'origine du cancer 
epithelial de l'ovaire (AUERSPERG et al, 1998 et MURDOCH, 1996). Cette couche simple 
de cellules epitheliales contribue a 1'ovulation par lyse et reconstruction du cortex ovarien. 
Dans la plupart des epitheliums, l'acquisition d'une fonction motile est liee a des 
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changements de la physiologie cellulaire. Les cellules avec un potentiel de migration perdent 
l'expression de ses caracteristiques epitheliales et acquierent des proprietes 
mesenchymateuses. Des changements importants comme la transition epithelium 
mesenchymateuse (EMT) ont ete deja observe. L'EMT est un processus fondamental pendant 
Fembryogenese, la reparation des tissus, la progression tumorale et la physiologie du tractus 
reproducteur (HAY et ZUK, 1995, TANAKA et al, 2004, RODIER et al, 1995 et DEMIR et 
al, 2004). Les principales caracteristiques cellulaires d'EMT sont la perte de la morphologie 
polygonale des cellules epitheliales, la polarite apicobasale et les interactions cellulaires, 
avec le developpement d'une forme semblables aux fibroblastes, reorganisation des filaments 
du cytosquelette, une augmentation de la motilite cellulaire et l'induction de proteases pour la 
degradation de la matrice extracellulaire (RADISKY, 2005). 
La dualite EMT est bien experimentee par les OSE et la perte de cette dualite forme la base 
de l'hypothese sur l'etiologie du cancer epithelial de l'ovaire : en periode post-ovulatoire, les 
cellules epitheliales retenues dans le stroma ovarien ne peuvent pas etre recyclee en cellules 
mesenchymateuses pour maintenir l'homeostasie du tissu ovarien, elles forment des agregats 
cellulaires et des kystes d'inclusion ou les cellules souffriront une metaplasie et 
transformation maligne AUERSPERG et al, 2001) (Figure 13). Nos resultats demontrent que 
Fantigene CA125 semble avoir une influence sur le processus d'EMT des cellules de cancer 
de l'ovaire en culture, et de la meme facon qui a ete observe chez les OSE, FEGF est un 
facteur stimulateur important qui regule plusieurs des evenements menant a FEMT de ces 
cellules. 
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L'antigene tumoral CA125 a ete initialement identifie par l'anticorps monoclonal OC125 
dans des lignees cellulaires de carcinome ovarien humain (BAST et al, 1981). Les niveaux 
seriques de CA125 sont utilises pour le suivi de la reponse a la chimiotherapie, de la rechute 
et de la progression de la maladie des patientes atteintes du carcinome ovarien. Des etudes 
en cours evaluentTutilite de CA125 en conjonction avec des autres marqueurs seriques pour 
la detection precoce de ce cancer (RUSTING et al, 2004 et JACOBS et al, 1990). CA125 est 
une grande glycoproteine transmembranaire avec trois domaines. Le premier domaine est le 
domaine carboxy-terminal qui inclut une courte queue cytoplasmique avec un site de 
phosphorylation et le domaine transmembranaire. Le deuxieme domaine est localise a 
l'exterieur de la cellule et contient plus de 22,000 acides amines. Un site de clivage pour le 
domaine extracellulaire de CA125 est localise adjacent a la membrane. Une grande portion 
du domaine extracellulaire comprendre plus de 60 repetitions en tandem avec 156 acides 
amines chaque un. Le troisieme domaine de la molecule de CA125 est le domaine amino-
terminal qui est attache aux sequences de repetitions. II est fortement glycosyle lors des 
modifications post traductionnelles (O'BRIEN et al, 2001 et YIN et LLOYD, 2001). Malgre 
plus de 25 ans de recherche fondamentale et clinique, les complexes fonctions biologiques de 
CA125 sont pauvrement comprises. Divers fonctions de CA125 ont ete suggerees et fondees 
sur la sequence peptidique decrite, la structure proposee et des etudes in vitro. Par exemple, 
CA125 semble jouer un role important dans l'adhesion cellulaire, l'invasion et la metastase 
intraperitoneale. Cette fonction est supportee par l'observation que CA125 peut Her la 
mesotheline, une proteine fortement exprimee dans les surfaces peritoneales par les cellules 
mesotheliales. En se liant a la mesotheline, la proteine CA125 peut augmenter le potentiel 
d'invasion des cellules de carcinome ovarien in vitro (GUBBELS et al, 2006). La presence 
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de CA125 dans les membranes embryogeniques suggere un role comme lubrifiant, une 
fonction caracteristique des proteines hautement glycosylees. D'autres etudes ont demontre 
que CA125 intervient dans la suppression immune, par exemple en inhibant la reponse des 
cellules "natural killer" in vitro (PATANKAR et al, 2005). 
Parmi plusieurs types cancereux comme le cancer du pancreas et le cancer du sein, certaines 
mucines semblent avoir une implication dans la progression tumorale. Des etudes sur les 
mucines MUC1 et MUC4 dans differents modeles ont montre que la presence de MUC1 ou 
MUC4 pouvait augmenter l'agressivite des tumeurs (KOHLGRAF et al, 2003 et SINGH et 
al, 2004). La diminution de MUC4 par un antisens diminue les capacites migratoires de 
meme que le potentiel metastatique des cellules cancereuses du cancer du pancreas. 
L'expression ectopique de MUC1 dans des cellules peu agressives augmente le caractere 
agressif des cellules car on observe une augmentation des masses dans des sites distantes. 
Etant donne que CA125 est une mucine et qu'elle possede une structure assez semblable a 
MUC1 et MUC4 nous nous sommes interesse a evaluer son implication dans les interactions 
cellule-cellule et le processus metastatique impliquees dans le processus d'EMT des cellules 
de cancer de l'ovaire 
Comme pour la plupart des mucines, l'etude des fonctions de CA125 s'est averee difficile en 
raison de la forte taille de cette proteine. II etait done essentiel de developper des outils 
d'etudes de CA125 de maniere a contourner ce probleme. Les clones stables CA125 
knockdown derives de la lignee NIH : OVCAR-3 produits dans le laboratoire et exprimant un 
scFv contre CA125 constituent une des solutions a cette difficulte et permettent de faire 
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1'etude des roles de CA125 par la perte de fonction de cette proteine. La generation de 
constructions d'ADN permettant l'expression de certains domaines de CA125 seulement, 
diminuant ainsi de beaucoup la taille de la proteine, offre aussi la possibility d'associer des 
fonctions a ces domaines en particulier. 
30. L'antigene tumoral CA125 influence le processus d'EMT des cellules de cancer de 
l'ovaire 
Les cellules de la lignee parentale NIH : OVCAR-3, utilisees dans plusieurs experiences de 
notre projet, sont des cellules obtenues a partir de d'une patiente avec un adenocarcinome 
progressive de l'ovaire. Elles sont de cellules cancereuses, tres bien differentiees et avec un 
bas potentiel de malignite. Elles sont des cellules d'aspect epithelial, petites, hexagonales et 
cuboi'des. En culture, elles croissent en plaque, peuvent s'entasser et ont la capacite de former 
des spheroi'des en suspension. Les marqueurs de type epithelial (E-cadherine, claudine, 
cytokeratines 8 etl8) sont bien exprimes et d'une facon constante. Ces cellules possedent 
aussi une organisation harmonieuse du cytosquelette d'actine et elles ne migrent pas. Les 
cellules OVCAR-3 expriment fortement CA125 a la surface membranaire. 
En reprenant quelques experiences avec le modele perte de fonction de CA125 realisees 
anterieurement dans notre laboratoire, nous savons que lorsque nous effectuons le 
knockdown de CA125 de la membrane cellulaire des cellules OVCAR-3, les cellules 
acquierent une morphologie tres semblable aux fibroblastes, une incapacite de former des 
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agregats cellulaires ou spheroi'des et une augmentation de l'expression des proteines (CD44 
et proMMP2) impliquees dans le processus de metastases cellulaire (PINARD, 2005). 
Par la suite, nous avons voulu etudier la relation de CA125 avec le processus d'EMT des 
cellules de cancer de l'ovaire. Plusieurs changements cellulaires sont associes avec l'EMT et 
cette transition est toujours caracterisee avec une dispersion cellulaire. La dispersion 
cellulaire consiste principalement en deux evenements biologiques qui apparaitrent 
simultanement ou en synchronie dans la cellule : la perte des complexes intercellulaires et 
l'acquisition de motilite cellulaire conduite par Farrangement du cytosquelette et la 
formation des nouveaux contacts cellule-substratums YEH-SHIU et al, 2004). Les deux 
reponses ont ete demontrees par des essais d'immunofluorescence et d'immunobuvardage de 
type Western sur notre modele perte de fonction. Ces essais nous permettent d'affirmer que 
le knockdown de CA125 des cellules OVCAR-3 entraine une diminution de l'expression 
et/ou relocalisation des marqueurs epitheliaux : E-cadherine, claudine-7 et cytokeratines 8 et 
18 chez les clones OVCAR-3 #7 et #9 (CA125 knockdown) par rapport aux cellules de la 
lignee parentale et du controle scFv. Nous avons confirme par microscopie electronique que 
la lignee cellulaire OVCAR-3 qui montrait plusieurs complexes des jonctions intercellulaires, 
surtout des jonctions de type adherentes et de desmosomes avec un espace intercellulaire 
etroit et ferme, perdait beaucoup de ces complexes de jonctions et l'espace entre deux 
cellules etait augmente et plus large lorsque nous abolissons l'expression de CA125 a la 
surface de ces cellules. Nous avons aussi observe que la vimentine et la N-cadherine, deux 
marqueurs mesenchymateux typiques et completement absentes chez les cellules OVCAR-3 
CA125 positives se sont considerablement manifestos chez les clones #7 et #9 CA125 
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knockdown. Nous avons constate un rearrangement de la F-actine avec des changements 
d'un patron lineaire, avec de l'actine corticale observee chez les cellules CA125 positives a 
un patron plus diffus et discontinu avec la formation des fibres de stress chez les clones 
CA125 knockdown. Ces fibres de stress pourraient dormer aux clones le potentiel de 
migration. Finalement, les essais de migration par blessure de la monocouche et a l'aide des 
Chambres de Boyden nous ont permis confirmer que les clones CA125 knockdown #7 et #9 
ont gagne un potentiel de migration important lorsque nous les comparons a la lignee 
parentale OVCAR-3 et au controle scFv #12. Tous ces resultats mettent en evidence que 
l'abolition de la mucine CA125 est impliquee dans le processus tumoral des cellules de 
cancer de l'ovaire, plus particulierement dans le controle de l'EMT en agissant comme un 
possible regulateur negatif de ce processus. Ces donnees nous suggerent que les cellules 
OVCAR-3 CA125 positives qui sont des cellules d'aspect et comportement epithelial sont 
capables de subir divers changements et poursuivre une EMT suite a l'abolition de CA125 a 
la surface cellulaire. 
31. EGF stimule la migration des clones CA125 knockdown 
Quand le processus d'EMT n'est pas declenche par l'activation oncogenique, le principal 
mode d'induction d'EMT est fourni par des facteurs de croissance specifiques ou par des 
composantes de la matrice extracellulaire en se liant a leurs recepteurs respectifs. Les 
facteurs de croissance sont multifonctionnels et participent a une variete des reponses qui 
peuvent moduler la croissance cellulaire et la survie, la differentiation et la migration 
cellulaire. Dans notre etude, nous avons observe que lorsque nous laissons les cellules de 
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notre modele perte de fonction en incubation dans du milieu de culture qui ne contient pas de 
serum, la migration constatee chez les clones CA125 knockdown ne se produit plus. Cette 
absence du serum dans le milieu denote Fimportance d'elements stimulateurs presents dans 
le serum. Par la suite, nous avons voulu determiner quels facteurs pourraient etre considered 
comme des effecteurs de l'EMT experimentee par nos clones CA125 knockdown. 
Particulierement, nous nous sommes concentre a evaluer la capacite de migration de ces 
cellules suite a la stimulation avec certains facteurs de croissance, notamment des facteurs de 
croissance connus pour moduler le comportement des cellules OSE. La litterature nous 
montre plusieurs exemples de l'implication de HGF ou TGF/3 dans le processus d'EMT chez 
differents tissus cancereux (LY et al, 1994 et SHIBAMOTO et al, 1992). Suite a nos 
experiences sur la lignee cellulaire OVCAR-3 de cancer de l'ovaire et sur les clones 
OVCAR-3 CA125 knockdown nous considerons que la migration cellulaire remarquee chez 
les clones CA125 knockdown n'est pas due a la stimulation du HGF ni de TGF/3. Nous 
sommes capables de trouver a peine quelques cellules que se sont deplacees, done, nous 
considerons qu'ils ne sont pas les principaux facteurs a produire l'effet stimulateur sur la 
migration de ces cellules. II est possible que ces cellules restent insensibles a ces facteurs ou 
bien il est aussi possible que ces facteurs accomplissent un role, autre que la migration, dans 
le processus de la progression tumorale chez les cellules du cancer de l'ovaire. 
Comme mentionne auparavant, l'EMT est un mecanisme biologique essentiel pour la 
physiologie de la surface epitheliale de l'ovaire (OSE) et sa defaillance pourrait contribuer a 
la progression neoplasique (SALAMANCA et al, 2004 et AUERSPERG et al, 2001). Pour 
comprendre la physiologie des cellules OSE dans un micrcenvironnement postovulatoire, il a 
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ete important de determiner la reponse des ces cellules aux stimuli presents dans 
l'environnement. L'EGF a ete demontre comme etant un inducteur de plusieurs 
composantes de l'EMT chez les cellules OSE: perte de la cytokeratine, dispersion cellulaire, 
stimulation des differents voies de signalisation, augmentation de la motilite, induction de 
l'activite des MMP-2/-9. (SALAMANCA et al, 2004 et AHMED et al, 2006). Dans notre 
etude nous avons aussi observe que l'EGF agit comme le principal facteur regulant la 
migration des cellules OVCAR-3 CA125 knockdown. Suite a 1'incubation de ces cellules 
dans du milieu sans serum + EGF nous arriyons a conclure que le maintien de la migration 
des cellules CA125 knockdown est dependant de la presence du EGF dans le milieu de 
culture et que cette migration est presque exclusivement due a l'effet de ce facteur de 
croissance. L'ajout de differents inhibiteurs du recepteur de EGF (EGFR) montre une 
abolition quasi complete de la migration cellulaire de clones CA125 knockdown et le nombre 
de cellules qui se sont deplacees est insignifiant. 
32. Le domaine CTD de CA125 favorise l'EMT des cellules de cancer de l'ovaire 
Apres d'avoir complete nos premiers objectifs d'etablir une certaine influence de la proteine 
CA125 dans la progression tumorale et le processus d'EMT chez nos cellules qui 
n'expriment pas CA125 a la membrane et d'identifier l'EGF comme principal facteur 
implique dans ces evenements, nous avons voulu differentier le role des divers domaines 
structuraux de la proteine CA125. Nous avons utilise le modele gain de fonction en 
transfectant les cellules parentales SKOV-3 (CA125 negatives et qui possedent un phenotype 
mixte entre epitheliale et mesenchymateux) avec le domaine CTD de CA125. A notre 
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surprise, cette population experimentait beaucoup de changements cellulaires en adoptant un 
phenotype plus mesenchymateux. Ces cellules perdaient leurs marqueurs de type epitheliaux 
(E-cadherine, claudine-7), et par consequence une diminution des leurs interactions cellule-
cellule. De plus, le domaine CTD semblait octroyer une plus forte expression des indicateurs 
de type mesenchymateux (vimentine, N-cadherine). Egalement, ces populations SKOV-3 
CTD acqueraient un plus grand potentiel de deplaeement en exhibant une capacite de 
migration accrue par rapport a la lignee parentale SKOV-3 (CA125 negatives). Nos resultats 
montrent que la portion CTD de CA125 est indispensable et qu'elle, toute seule, est la 
responsable des transformations observees chez les SKOV3 CTD. Dans le domaine CTD de 
CA125, nous retrouvons des sites potentiels de phosphorylation ainsi qu'une sequence de 
localisation nucleaire typique (BOiVIN, 2005). Une de nos hypotheses est que le domaine 
CTD pourrait etre active par la phosphorylation des residus tyrosines situes dans la queue 
cytoplasmique. Cette phosphorylation pourrait initialiser une cascade de signalisation 
intracellulaire menant aux consequences dans les jonctions cellule-cellule, dans le 
cytosquelette et finalement au noyau qui produiront un nouveau programme transcriptionnel 
pour maintenir le phenotype mesenchymateux. 
Comme mentionne dans 1'introduction, plusieurs etudes basees sur des donnees cliniques, ont 
demontre une correlation entre les niveaux sanguins de CA125, son expression tissulaire et le 
pronostique des patientes atteintes de cancer epithelial de l'ovaire. Les patientes en stade 
precoce de la maladie presentaient des niveaux faibles et stables de CA125 dans le flux 
sanguin mais une tres forte expression de cette molecule dans les tissus ovariens. Ces 
patientes manifestaient un bon pronostique et une survie d'environ 90% a 5 ans. Dans des 
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stades plus avances de la maladie, 1'augmentation de la detection de CA125 au niveau 
sanguin s'accompagnait d'une diminution de son expression tissulaire. Cela denotait un 
mauvais pronostique et diminution remarquable de la survie. (HOGDALL et al, 2007; 
BERCHUCK et al, 1989; SAWIRIS et al, 2002). Ces evenements pourraient s'expliquer par 
le fait que CA125 serait clive, par des mecanismes qui sont encore inconnus, dans sa partie 
extracellulaire et juxtamembranaire et le relachement de cette portion extracellulaire 
causerait une augmentation de sa concentration serique. De cette facon, CA125 ne serait plus 
detectable aux tissus (les epitopes reconnues par les anticorps se trouvent seulement dans les 
domaines de repetitions extracellulaires). Par contre, son domaine intracellulaire ou sa 
portion CTD resterait associe encore dans la cellule et elle pourrait etre la responsable 
d'ordonner un comportement plus agressif des cellules. La transition epithelium 
mesenchymateuse ainsi comme la migration representent deux exemples possibles de ce 
comportement agressif des tumeurs. Ces deux exemples coincident clairement avec les 
resultats obtenus dans le laboratoire avec les populations SKOV-3 CTD, ce qui suggere une 
possible regulation positive sur le potentiel maligne et metastatique des cellules de cancer 
ovarien coordonnee par le domaine CTD de CA125. 
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33. Les domaines TMU et TMU+1R de CA125 ne modifient pas le comportement des 
cellules SKOV-3 
Finalement, nous avons voulu investiguer les roles possibles que certains domaines 
extracellulaires de CA125 pourraient entrainer. II a ete demontre que via son domaine 
extracellulaire des repetitions, CA125 favorise l'attachement des cellules cancereuses aux 
cellules mesotheliales et lie aussi la surface des cellules NK (GUBBELS et al, 2006 et 
PATANKAR et al, 2005). Bases sur ces donnees nous avons attribue a ces domaines une 
activite presumee dans la regulation de l'adhesion intercellulaire. Nous avons cree un autre 
modele gain de fonction ou nous avons force l'expression de domaines TMU et TMU+1R 
sur les cellules SKOV-3 CA125 negatives. Avec l'expression de ces domaines nous nous 
attendions a regagner quelques caracteristiques de cellules epitheliales. Par contre, dans 
toutes les experiences effectuees nous n'avons pas constate de difference sur le 
comportement des cellules SKOV-3. Les marqueurs de type epitheliaux et mesenchymateux 
sont restes sans modifications suite a l'expression ectopique des domaines TMU et TMU+1R 
chez les cellules SKOV-3. Ces deux modeles gain de fonction n'ont pas non plus varie ni 
empeche la capacite migratoire de la lignee parentale SKOV-3. Tous ces resultats nous 
suggerent que les domaines TMU et TMU+1R ne sont pas suffisants pour produire les 
changements necessaires pour stimuler un phenotype epithelial, caracteristique retrouvee 
chez les cellules CA125 positives. En appreciant la grande taille de la proteine CA125 et le 
nombre eleve de repetitions qu'elle peut contenir (jusqu'au 60), nous considerons important 
d'essayer l'option d'exprimer plus qu'une seule repetition du domaine extracellulaire de 
CA125 chez les cellules SKOV-3. 
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34. Conclusions et modele propose 
Plus de 25 ans ont passe depuis la decouverte du marqueur de cancer ovarien CA125. En 
ayant comme modeles d'autres mucines, toutes ces annees ont certes permis d'en apprendre 
sur sa sequence, sa structure et certaines de ses fonctions. Cependant, les roles exacts de cette 
mucine demeurent encore a ces jours inconnus et meritent d'etre etudies. En effet, le cancer 
ovarien est le cancer gynecologique le plus letal. Nous savons egalement que les niveaux 
d'expression de CA125 correlent avec la progression ou la regression de la tumeur et que 
CA125 pourrait avoir des roles dans la progression du cancer de l'ovaire (HOGDALL et al, 
2007; BERCHUCK et al, 1989; SAWIRIS et al, 2002). 
Ce projet consistait done a verifier 1'impact de CA125 sur le potentiel malin des cellules de 
cancer de l'ovaire, le processus de transition epithelium mesenchymateuse et l'effet de 
l'expression de differents domaines (cytoplasmiques et extracellulaires) de CA125 dans des 
cellules CA125 negatives sur ces processus. Rassemblant tous les resultats tires des 
observations obtenues dans ce projet, un modele peut ainsi etre propose (Figure 57). A des 
stades precoces du carcinome ovarien, les cellules cancereuses CA125 positives exhibent un 
aspect epithelial, avec des complexes de jonction cellulaire fonctionnels et une incapacity de 
migrer. Les patientes presentent un bon pronostique et une bonne survie (HOGDALL et al, 
2007). Dans notre modele, ces memes caracteristiques peuvent etre retrouvees chez les 
cellules de la lignee parentale NIH : OVCAR-3. Nous avons observe que lorsque nous 
effectuons un knockdown de CA125 a la surface cellulaire, ces cellules se transformaient en 
cellules d'aspect mesenchymateuse avec dysfonction des complexes de jonction et 
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acqueraient un potentiel migratoire important. Par consequent, cela nous a permis de mettre 
en evidence Finfluence de CA125 dans l'EMT des cellules de cancer de l'ovaire. Chez les 
memes cellules, nous avons pu determiner aussi que l'EGF semble etre un des facteurs 
principaux qui regulent le phenotype EMT de ces cellules. Toutes ces donnees nous ont 
permis d'etablir une correlation possible entre les clones CA125 knockdown construits au 
laboratoire et les cellules de la surface epitheliale normale de l'ovaire (OSE). Si nous nous 
rappelons, elles partagent plusieurs caracteristiques qui nous font penser a la possibility que 
peut-etre nos clones CA125 knockdown se rapprochent ou se ressemblent aux OSE en 
considerant que les deux sont des cellules CA125 negatives, pas tumorigeniques (les clones 
CA125 knockdown ayant perdu completement leur potentiel tumorigenique), avec un 
programme d'EMT leur permettant migrer suite a la stimulation d'EGF. 
A des stades avances du cancer epithelial de l'ovaire, CA125 est clive dans la region du 
domaine unique (extracellulaire et justamembranaire) et n'est done plus detectable a la 
surface des cellules tumorales alors que la portion extracellulaire de la proteine devient 
detectable dans le sang de la patiente. Ces cellules tumorales exprimant ainsi que le reste du 
produit de clivage associe a la membrane cellulaire sont a ce moment tres agressives et ont 
acquis un potentiel metastatique important. Ce comportement denote un mauvais pronostique 
et diminution du pourcentage de survie (HOGDALL et al, 2007). Lorsque nous avons 
transfecte nos cellules SKOV-3 CA125 negatives avec le domaine CTD de CA125, un 
domaine tres similaire au produit de clivage CA125 restant associe a la membrane cellulaire, 
nous avons constate une augmentation du caractere agressif des cellules. Nous proposons 
done, que le domaine CTD de CA125 et le produit de clivage de CA125 restant associe a la 
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membrane cellulaire seraient des regulateurs positifs du potentiel maligne et metastatique des 
cellules de cancer de l'ovaire. 
Finalement, l'intention de regagner certaines caracteristiques de type epitheliales chez nos 
populations SKOV-3 TMU bu TMU+1R n'a pas ete reproductible avec l'expression isolee de 
ces domaines. II reste envisageable 1'alternative de construire des populations qui expriment 
plus qu'une seule repetition du domaine extracellulaire de CA125. 
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Figure 57: Modele propose 
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35. Perspectives 
Suite aux resultats observes sur l'importance de l'EGF dans la stimulation de la migration 
des cellules CA125 knockdown et dans la transition epithelium-mesenchymateuse, nous 
considerons interessant de verifier le statut des marqueurs epitheliaux et mesenchymateux en 
absence de serum et en presence exclusive d'EGF. Les voies de signalisation qui peuvent etre 
declenchees par EGF/EGFR, comme PI3K/AKT, MAPK, et qui sont impliquees dans le 
processus de migration et d'EMT pourront etre etudies plus profondement. II sera aussi tres 
interessant a investiguer chez nos cellules l'importance de la voie de signalisation des 
integrines pour evaluer s'il existe une activation consecutive, simultanee ou independante 
d'une voie et de l'autre. Afin de raffiner notre modele presente a la figure 57, il resterait 
interessant savoir si le CTD de CA125 permettrait la progression tumorale chez les cellules 
OVCAR-3 dont il agirait comme un dominant negatif et entrainerait l'EMT meme si les 
cellules OVCAR-3 expriment CA125. II serait aussi interessant d'exprimer le domaine CTD 
de CA125 chez les clones CA125 knockdown pour observer si ce domaine (et par analogie le 
produit de clivage de CA125 restant associe a la membrane cellulaire) confere un phenotype 
plus agressif et encore plus mesenchymateux tel qu'observe chez les cellules SKOV-3 CTD. 
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